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RESUMO
EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE OLEO DE PEIXE NA INFLAMACAO
SUBCLINICA E RESISTENCIA INSULINICA EM INDIVIDUOS COM EXCESSO DE
PESO RESISTENTES A INSULINA

Introducio: O diabetes do tipo 2 (DM2) ¢ uma doenca de grande importancia para a satide ptblica
devido a sua alta incidéncia e mortalidade. A doenga se caracteriza pela incapacidade de
manutencao dos niveis glicémicos mesmo na suficiéncia de insulina. O estado de inflamacao
subclinica observada no excesso de peso ¢ um dos mecanismos mais aceitos como a ligacao entre
a obesidade e a resisténcia a insulina (RI), sendo uma importante via de intervengao terapéutica no
DM2. Os acidos graxos Omega-3 (Omega-3) possuem efeitos anti-inflamatorios que podem
contribuir no tratamento de doengas cronicas ¢ metabolicas. A suplementacao de 6mega-3 pode
colaborar na reducdo da inflamagao subclinica e consequentemente na melhora da sensibilidade
insulinica do DM2. Contudo, seus efeitos necessitam ser mais bem esclarecidos. Objetivo: O
presente estudo buscou avaliar os efeitos da suplementacao de 6leo de peixe rico em 6mega-3 sobre
marcadores da inflamacao subclinica e de resisténcia insulinica em individuos com excesso de peso
e resistentes a insulina. Métodos: Foi avaliada a suplementagio de 4g de dleo de peixe (2,4g/dia de
omega-3) em comparagdo a 4g de dleo de soja em 24 individuos (divididos igualmente entre os
grupos) durante 8 semanas. Foram recrutados individuos adultos, com excesso de peso e resisténcia
insulinica. Foram avaliados o impacto da suplementagao em citocinas inflamatorias (TNFa e [FNy)
e anti-inflamatoérias (IL10 e IL4); na RI (Glicemia; insulina; HbA1C; HOMA-IR e HOMA-f), no
perfil lipidico e na peroxidacdo lipidica. Resultados: Os 24 individuos completaram todo o
protocolo do estudo. A suplementagdo com dmega-3 promoveu reducio dos niveis de [FNy apds
as 8 semanas e em relagdo ao grupo controle. Foi observada uma correlagao linear forte, positiva
(r2=0,748) e significativa (p=0,005) entre a concentragio de eritrocitos e a IL10 apds as 8 semanas
de suplementacdo. Nao foram observadas alteracdes nos demais marcadores de inflamagdo
subclinica, RI, perfil lipidico e peroxidagdo lipidica analisados. Conclusao: A suplementacdo com
omega-3 promoveu redugdo de marcadores da inflamagao subclinica sem alterar a RI em individuos
com excesso de peso e resistentes a insulina. Mais estudos sao necessarios para avaliar seus efeitos
nas diferentes alteracdes metabdlica, sobretudo, relacionadas ao DM2.

Linha da pesquisa: Nutriente e Exercicio Fisico Aplicados a Sindrome Metabolica
Palavras-chave: Acidos Graxos Omega-3; Diabetes Mellitus Tipo 2; Mediadores

da Inflamacdo; Oleos de Peixe; Doenca Cronica



ABSTRACT
EFFECTS OF FISH OIL SUPPLEMENTATION ON SUBCLINICAL INFLAMMATION
AND INSULIN RESISTANCE IN OVERWEIGHT, INSULIN-RESISTANT INDIVIDUALS

Introduction: Type 2 diabetes (T2D) is a disease of great public health importance due to its
high incidence and mortality rates. The disease is characterized by the inability to maintain
glycemic levels even in the presence of sufficient insulin. The state of subclinical inflammation
observed in overweight individuals is one of the most accepted mechanisms linking obesity and
insulin resistance (IR), making it an important therapeutic intervention pathway in T2D.
Omega-3 fatty acids have anti-inflammatory effects that may contribute to the treatment of
chronic and metabolic diseases. Omega-3 supplementation may help reduce subclinical
inflammation and consequently improve insulin sensitivity in T2D. However, its effects need
to be better clarified. Objective: Thus, the present study aimed to evaluate the effects of omega-
3-rich fish oil supplementation on markers of subclinical inflammation and insulin resistance
in overweight and insulin-resistant individuals. Methods: The study evaluated the
supplementation of 4g of fish oil (2.4g/day of omega-3) compared to 4g of soybean oil in 24
individuals (equally divided between groups) over 8 weeks. Adults with overweight and insulin
resistance were recruited. The impact of supplementation on inflammatory cytokines (TNFa
and IFNy) and anti-inflammatory cytokines (IL10 and IL.4); on IR (Glucose; insulin; HbA1C,;
HOMA-IR, and HOMA-B); lipid profile; and lipid peroxidation was assessed. Results: All 24
individuals completed the entire study protocol. Omega-3 supplementation led to a reduction
in IFNy levels after 8 weeks and compared to the control group. A strong, positive (rs2=0.748)
and significant (p=0.005) linear correlation was observed between erythrocyte concentration
and IL10 after 8 weeks of supplementation. No changes were observed in the other markers of
subclinical inflammation, IR, lipid profile, and lipid peroxidation analyzed. Conclusion:
Omega-3 supplementation reduced markers of subclinical inflammation without altering IR in
overweight and insulin-resistant individuals. More studies are needed to evaluate its effects on
different metabolic alterations, particularly those related to T2D.

Keywords: Omega 3 Fatty Acid; Diabetes Mellitus Type 2; Inflammation Mediators; Fish Oils;

Chronic Disease.
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1 INTRODUCAO

No ano de 2045 seremos uma populacao com 783 milhdes de pessoas com diabetes,
sendo mais de 90% com diabetes do tipo 2 (DM2). Somente no Brasil, no ano de 2023, 10,2%
da populagdo adulta referiram diagnostico de diabetes (BRASIL, 2023). Além disso, estima-se
que em 2021, 6,7 milhdes de adultos entre 20 e 79 anos morreram em decorréncia do diabetes
ou de suas complicacdes, o que corresponde a 12,2% das mortes globais por todas as causa
(International Diabetes Federation, 2021). A gravidade da doenga esta relacionada ao fato de
que o DM2 ocorre em conjunto com outras comorbidades como a obesidade, hipertensao
arterial e dislipidemias, aumentando o risco de complicagdes como neuropatias, infarto, doenca
arterial periférica, doenca hepatica esteatdtica associada a disfungdo metabolica, artrite
reumatoide, entre outras (International Diabetes Federation, 2021; Rohm et al, 2022). O
diabetes ¢ caracterizado pela incapacidade de manutencao dos niveis glicémicos adequados (na
suficiéncia ou nao do hormonio insulina), com aumento progressivo da glicemia de jejum (GJ).
Embora os dados epidemioldgicos deixem claro a relagdao entre o DM2 e o estilo de vida, ainda
ndo ha um consenso quanto as reais causas do seu surgimento. Contudo, o consumo de
alimentos hipercaloricos (principalmente ricos em carboidratos e lipideos) associa-se com uma
menor capacidade a longo prazo de agdo do hormoénio insulina além de promoverem o ganho
de peso (Rohm et al., 2022).

Normalmente, o DM2 ¢ precedido por um estado de pré-diabetes e, aproximadamente
25% dos casos progride para um estado grave e cronico caracterizado principalmente pela
elevagdo anormal da glicose sanguinea (hiperglicemia) em decorréncia da incapacidade de o
hormdnio insulina manter seu controle (seja por sua dificuldade de agdo, auséncia ou baixa
producao) (Elsayed et al., 2023; Rodacki et al., 2023). Essa resposta subnormal da insulina em
tecidos periféricos como o musculo, tecido adiposo e figado, reduz as atividades metabolicas e
¢ conhecida como resisténcia insulinica (RI) (Aronis e Mantzoros, 2012). O excesso de peso
parece ter papel importante na génese da RI. A expansdo do tecido adiposo, decorrente do
consumo excessivo de nutrientes promove alteragdes metabolicas que levam ao aumento da
inflamagao no tecido.

O tecido adiposo € conhecido como um importante 6érgao enddcrino, capaz de sinalizar
em células do proprio tecido ou em tecidos periféricos por meio de hormoénios, citocinas e
quimiocinas (Kojta et al., 2020). Em decorréncia da sua expansao descontrolada, esse tecido

passa a produzir excessivamente citocinas que aumentam o estado inflamatorio como o fator
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de necrose tumoral alfa (Tumor necrosis factor alpha-TNFa), interleucina 6 (IL6), interferon-
gama (IFN-y) e interleucina 1 beta (IL1B) que agem de modo local e sistémico, diminuindo a
sensibilidade a insulina nos tecidos. Citocinas como o TNFa exercem importante papel na
interrupcao do sinal da insulina estimulando vias inflamatorias que ativam a via de produgao
do fator nuclear kappa B (nuclear factor kappa B-NFxB). O NFkB interage com receptores
nucleares estimulando a propagacdo do sinal inflamatério aumentando a produgdo de varias
citocinas. A producao de citocinas inflamatorias estimuladas pelo NFkB sao capazes de ativar
vias inflamatorias proprias, que propagam o sinal inflamatoério de maneira descontrolada no
tecido adiposo. Essas citocinas inflamatdrias interferem em vérias etapas da via de sinalizacao
de insulina, reduzindo a captagdo glicose e, clinicamente, promovendo a hiperglicemia. Esse
estado inflamatorio € conhecido por ser cronico, subclinico e de baixo grau e ¢ considerado um
dos mecanismos mais aceitos hoje que relacionam a obesidade a RI.

Diferentes terapias farmacologicas sdo implementadas com o objetivo de controle ou
reversdo da RI. Contudo, as proje¢des preocupantes de incidéncia do DM2 para os proximos
anos, demonstram que tais terapias, isoladamente, sdo insuficientes para seu controle. As
modificagdes de estilo de vida como a adog¢ao de habitos alimentares saudaveis, sdo essenciais
para o controle e prevencdo do DM2. Nesse contexto, o consumo de alimentos e/ou nutrientes
especificos que promovam melhora em parametros da RI tém sido cada vez mais estudados. Os
acidos graxos Omega-3 (0mega-3) sdo reconhecidos pela sua importante fungdo anti-
inflamatoéria, sendo os mais estudados o acido a-linolénico (ALA) (C18:3), de origem vegetal
(principalmente em Oleos vegetais purificados como a linhaga), e os eicosapentaenoico (EPA)
(C20:5) e docosahexaendico (DHA) (C22:6) de origem animal (alguns peixes e crustaceos)
(Ishihara et al., 2019). A capacidade anti-inflamatéria dos 6mega-3 tem sido bastante explorada
na literatura e se destacam: seu papel como precursores de eicosanoides (prostaglandinas,
leucotrienos e tromboxanos) anti-inflamatérios; a competi¢do pelas mesmas enzimas
cyclooxygenases e lipoxygenases bem como dos receptores celulares de acao dos eicosanoides
produzido a partir dos acidos graxos 6mega-6 (reconhecidamente inflamatérios) e ativagdo de
receptores celulares que desencadeiam uma série de respostas anti-inflamatorias (Ishihara et
al., 2019; Song et al., 2017; Videla et al., 2023). Todos esses mecanismos colaboram com a
reducdo da inflamagdo e consequentemente melhora da RI. Contudo, mesmo a atividade anti-
inflamatoria do dmega-3 sendo bem descrita na literatura, os resultados clinicos relevantes em

pacientes com DM2 ainda sdo conflitantes e carecem de analise criteriosa.
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A eficacia do dmega-3 para a prevencao de doencas cardiovasculares ¢ um tdpico de
debate continuo. A suplementacdo entre 2 e 4 gramas por dia de 6mega-3 tem sido recomendada
como adjuvante no tratamento da hipertrigliceridemia grave (Izar et al, 2021). A
hipertrigliceridemia estd associada ao DM2 e a obesidade como componentes da sindrome
metabolica e aumento do risco de doengas cardiovasculares. A melhora do metabolismo lipidico
e consequentemente dos niveis plasmaticos de triglicérides (TG) contribuem para reducao de
complicagdes cardiovasculares. Contudo, seus efeitos sobre outros parametros lipidicos
também sao controversos tendo sido observado aumento colesterol total (CT), lipoproteina de
alta densidade (High-density lipoprotein-HDL) e lipoproteina de baixa densidade (Low-density
lipoprotein-LDL) com o seu consumo em alguns estudos (Bhat et al., 2023; Mazaherioun et al.,
2018).

Os inconsistentes efeitos do 6mega-3 no tratamento coadjuvante do DM2 podem estar
ligados ao fato de que a doenca se manifesta em diferentes individuos com as mais variadas
complicacdes metabolicas. Uma menor incidéncia de DM2 estd associado aos niveis
plasmaticos de dmega-3 (principalmente EPA ¢ DHA), e esses efeitos protetores estariam
diretamente ligados aos ja citados efeitos anti-inflamatorios, estabilizagdo da membrana celular
e a influéncia na ativagdo de receptores nucleares (Qian et al., 2021). Entretanto, ensaios
clinicos que suplementaram o 6mega-3 com metodologias e populacdes similares de individuos
com DM2, apresentam efeitos controversos em relagdo a melhoras clinicas como a reducao da
GJ e de hemoglobina glicada (HbA1c) (Abbott et al., 2020; Clark et al., 2016; Mazaherioun et
al., 2018; Sarbolouki et al., 2013; Souza et al., 2020). Tais questionamentos trazem a luz a
necessidade de mais estudos controlados para se avaliar o efeito clinico dos 6mega-3 no DM2.

Compreendendo que o DM2 ¢ uma patologia de grande relevancia devido a sua alta
mortalidade e custos a satide publica, o estudo de terapias como a suplementagao de 6mega-3
que colaborem com a mudanga desse quadro sdo imprescindiveis. Entretanto, a dificuldade em
se determinar os efeitos teraputicos do dmega-3 em pacientes com DM2 se relacionam
principalmente com a complexidade da doenga e dos varios fatores inflamatérios que podem se
relacionar com a RI. Assim, torna-se importante avaliar a efetividade terapéutica do 6mega-3
na melhora de parametros clinicos e inflamatorios que possam contribuir para a menor

incidéncia da doenca e redugdo da progressao dos sintomas de individuos com DM2.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Diabetes mellitus tipo 2

“Umas das emergéncias globais de mais rapido crescimento em 2021”. Trata-se de uma
citacdo do ultimo atlas divulgado pela Federagdo Internacional do Diabetes (International
Diabetes Federation-IDF) em que se destaca um preocupante aumento de 151 para 537 milhdes
de pessoas entre 20 e 79 anos com diabetes entre os anos de 2000 e 2021 (International Diabetes
Federation, 2021). Tais dados, tornam-se ainda mais preocupantes quando observamos que as
projecdes para 2045 sdo de que 783 milhdes de pessoas estardo com a doenga (um aumento de
mais de 46%) e que a maioria dos casos (entre 90 e 95%) sdo relativos ao DM2, um quadro em
que se inicia com a incapacidade de manutencao dos niveis glicémicos adequados, mesmo na
suficiéncia de insulina, com aumento progressivo da glicemia de jejum. No Brasil, dados
divulgados no ultimo relatério do Sistema de Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para
Doencgas Cronicas por Inquérito Telefonico (Vigitel) em 2023 demonstram que 10,2% da
populagdo adulta (>18 anos) nas capitais referem diagnostico de diabetes (BRASIL, 2023).
Além disso, a prevaléncia de diabetes em adultos ¢ acompanhada por 61,4% de excesso de peso
(indice de massa corporal >25 kg/m2), 37% de pratica insuficiente de atividade fisica e 17,7%
de consumo alto de alimentos ultraprocessados (BRASIL, 2023).

O excesso de peso (sobretudo a obesidade), o aumento da idade, fatores ambientais e
comportamentais como o sedentarismo e a hiperalimentacao (principalmente com ingestao de
altas quantidades de carboidratos, lipideos e colesterol e baixo em fibras) sdo determinantes na
progressdo e ocorréncia do DM2 (International Diabetes Federation, 2021). A ocorréncia do
DM2 em conjunto com outras comorbidades como a obesidade, hipertensdo arterial e
dislipidemias aumenta o risco de complicagdes macro € microvasculares como retinopatias,
nefropatias, neuropatias, infarto, doenca arterial periférica, doenca hepatica gordurosa nao
alcoolica, artrite reumatoide, entre outras (International Diabetes Federation, 2021; Rohm et
al., 2022; Souza, 2018). Devido a essas caracteristicas, a epidemia global de diabetes (em
especial DM2) pode ser bem observada e estudada na populagdo brasileira, tornando-se uma
grande preocupacgdo de satide publica, levando em 2021 a um custo 42,9 bilhdes de dolares,
posicionando o Brasil como terceiro entre os paises com maiores gastos com saude relacionados

ao diabetes (International Diabetes Federation, 2021).
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Normalmente, o DM2 ¢ precedido por um estado de pré-diabetes, caracterizado pela GJ
se apresentando com valores entre 100 a 125 mg/dL e a hemoglobina glicada (HbA1C) entre
5,7 e 6,4% (Giacaglia et al., 2023). Contudo, a doenca progride para um estado grave e cronico
caracterizado principalmente pela elevacao anormal da glicose sanguinea (hiperglicemia) em
decorréncia da incapacidade de o hormodnio insulina manter seu controle (seja por sua
dificuldade de agdo, auséncia ou baixa produ¢do) (Elsayed et al., 2023; Rodacki et al., 2023).
De modo geral, o diabetes pode ser diagnosticado com base nos valores de GJ >126 mg/dL ou
>200 mg/dL (11,1 mmol/L) durante o teste de tolerancia oral a glicose (Elsayed et al., 2023).
Valores de glicemia maiores >200 mg/dL obtidos aleatoriamente ou de HbA1C>6,5% em jejum
também pode ser usados como critério de diagnostico (Elsayed et al., 2023; Giacaglia et al.,
2023).

A pratica regular de atividade fisica e alimentacao saudavel sdo fundamentais para
melhora do DM2. Segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes, 25% dos pacientes com pré-
diabetes progridem para DM2 e 25% retornam a normalidade (Giacaglia et al., 2023).
Entretanto, somente no ano de 2021, estima-se que 6,7 milhdes de adultos entre 20 e 79
morreram em decorréncia do diabetes ou de suas complicagdes, o que corresponde a 12,2% das
mortes globais por todas as causa (International Diabetes Federation, 2021). Medidas como a
perda de pelo menos 5% do peso corporal, é recomendada para a prevengdo do DM2 para todas
as pessoas com pré-diabetes e contribui na preven¢do de complicagdes relacionadas a doenga
(Giacaglia et al., 2023). Assim, devido a sua importancia em termos de saiude publica (em
ambito local e global) e considerando que o DM2 possui sua etiologia relacionada a fatores de
estilo de vida modificaveis, torna-se importante o investimento em pesquisas para maior

conhecimento quanto a intervengdes que possam melhorar o quadro atual da doenga.

2.2 Adiposidade, inflamacgao e estresse oxidativo relacionados a resisténcia a insulina

Embora os dados epidemioldgicos deixem claro a relagdo entre o DM2 e o estilo de
vida, ainda ndo hd um consenso quanto as reais causas do seu surgimento. A exposi¢cdo a uma
alta carga de nutrientes na alimentacdo (principalmente carboidratos, lipideos e colesterol),
associa-se com uma menor capacidade a longo prazo de agdo do hormdnio insulina além de
promoverem o ganho de peso podendo levar a um estado patologico do acimulo de gordura
corporal conhecido como obesidade (Rohm et al., 2022). A insulina ¢ um hormonio produzido

e secretado pelas células B pancredticas e atua na regulacao de diferentes vias metabolicas
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auxiliando na captagdo de glicose pelo musculo e tecido adiposo; aumento da oxidacdo de
glicose, estimulo da glicogénese e lipogénese, reducdo da gliconeogénese e lipolise e regulagao
da sintese proteica (Kojta et al., 2020). Entretanto, a resposta subnormal da insulina em tecidos
periféricos como o musculo, tecido adiposo e figado, reduzindo as atividades metabodlicas desse
horménio, precede 0 DM2 e ¢ conhecida como RI (Aronis e Mantzoros, 2012). Clinicamente,
a RI ¢ caracteriza por glicemia de jejum entre 100 e 126 mg/dl (ou entre 140 e 200 mg/dl apds
o teste de tolerancia oral) ou por HbAlc entre 5,7% e 6,5% (Cobas et al., 2023; International
Diabetes Federation, 2021).

Esse acimulo de glicose no sangue ¢ decorrente da incapacidade dos tecidos periféricos
captarem a glicose e do aumento da gliconeogénese hepética devido a sinalizagdo prejudicada
da insulina (Kojta et al., 2020). Os mecanismos de desenvolvimento da RI ndo sdo claros.
Entretanto, o excesso de peso (principalmente a obesidade) parece ter papel importante na
génese da RI. A expansdo do tecido adiposo (tanto por hipertrofia quanto por hiperplasia),
decorrente do consumo excessivo de nutrientes promove alteracdes metabdlicas importantes.

O tecido adiposo ¢ conhecido como um importante 6rgao endocrino (e ndo somente de
armazenamento energético), capaz de sinalizar em células do proprio tecido ou em tecidos
periféricos por meio de hormdnios, citocinas e quimiocinas (Kojta et al., 2020). Sua expansao
descontrolada excede a capacidade de armazenamento do tecido adiposo subcutineo,
aumentando a deposi¢ao de gordura em outros tecidos (gordura ectopica) dando origem ao
tecido adiposo visceral (Kojta et al., 2020). O excesso de tecido adiposo (principalmente
visceral), ¢ acompanhado de maior liberacdo de citocinas inflamatorias, espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio e quimiocinas como a proteina quimiotatica de mondcitos (monocyte
chemoattractant protein-1 - MCP-1) que promove maior migra¢ao de monocitos para o tecido
(Rohm et al., 2022; Souza, 2018). Além disso, a expansdo ¢ acompanhada de menor
angiogénese e reducdo da densidade capilar que, associada ao consumo excessivo de oxigénio
pelo tecido, culmina em hipéxia. Em estado de hipdxia o tecido adiposo produz fator 1-alfa
induzivel por hipoxia (hypoxia-inducible factor 1 - HIF-1), que aumenta a quimiotaxia de
macrofagos para o tecido adiposo (Rohm et al., 2022).

A populacdo de macréfagos passa de 10% das células do tecido adiposo no individuo
magro para até 50% no obeso grave (Li ef al., 2022). Esse estado inflamatorio € caracterizado
por intensa producao de citocinas pro-inflamatoérias, como o TNFa, IL6, IFN-y e IL1p que agem
de modo local e sistémico, diminuindo a sensibilidade a insulina nos tecidos. Além disso, a alta

ingestdo de lipideos (sobretudo os saturados), acompanhada de intensa atividade lipolitica do
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tecido adiposo, elevando as concentragdes de acidos graxos livres (AGL) também aumentam a
resposta inflamatoria. A intensa atividade inflamatéria, a hipdxia, a presenca de AGL em
abundancia no tecido decorrente da lipdlise constante e as concentragdes aumentas de citocinas
como TNFa e IFN-y promove a diferenciagdo dos macrofagos do tecido em um fendtipo do
tipo M1, conhecidamente como mais inflamatério em comparagdo com o fenotipo M2 (Kojta
et al.,2020; Li et al., 2022; Martinez ¢ Gordon, 2014; Rohm et al., 2022; Videla et al., 2023).
Os macrofagos no tecido adiposo podem formar estruturas semelhantes a coroas ao redor dos
adipdcitos necroticos, que contribui para a morte celular nesse tecido e consequente aumento
da inflamacgdo local (Spencer et al., 2013) (Figura 1). Esse estado inflamatério diferencia-se da
classica inflamagdo aguda (caracterizada pelos sinais de dor, rubor, tumor, calor e perda de
perfusdao) e ¢ conhecida por ser cronica, subclinica e de baixo grau. Essa inflamagao ¢ o

mecanismo molecular mais aceito hoje que relaciona a obesidade a RI.

AGL AGL

Figura 1. Representacdo da diferenca do estado inflamatorio do tecido adiposo no individuo
magro (1) e obeso (2)

(1) Tecido adiposo predominantemente subcutaneo possui maior perfusdo de oxigénio (O2) e maior atividade
metabolica. O tecido apresenta maior nimero de macrofagos de perfil anti-inflamatério (M2) e maior liberacao de
citocinas anti-inflamatérias como a IL10 e IL4. (2) Tecido subcutineo e visceral, apresenta hipertrofia
descontrolada, com menor perfusdo de O, aumentando a hipoxia e liberagdo de HIF1. O HIF1 promove a atragéo
de macrofagos com perfil inflamatério (M 1) chegando a 50% das células do tecido. A presenga de macréfagos M1
estimula a liberagdo de citocinas inflamatdrias como o TNFa, IL6, IFN-y e IL1p que aumentam a inflamagéo do
tecido e de MCP1, que atraem mais macréfagos para o tecido. Os macrofagos formam estruturas semelhantes a
coroas ao redor de adipocitos promovendo sua apoptose aumentando a inflamagdo; a redugdo da capacidade de
armazenamento no tecido aumenta os niveis de AGL circulantes.

Para compreensao de como o estado inflamatdério do tecido adiposo no individuo obeso

se relacionada com a RI faz-se importante o entendimento de como esse hormonio sinaliza nas
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células. A insulina liga-se a um receptor especifico na membrana (Insulin Receptor - IR), uma
proteina com atividade quinase intrinseca que se autofosforila em residuos de tirosina
aumentando sua atividade quinase. Sua ativagao fosforila uma série de moléculas a jusante em
cascata como a fosforilagdo em tirosina dos substratos do receptor de insulina 1 e 2 (insulin
receptor substrate 1 and 2 — IRS1 e IRS2). A fosforilagdo do IRS2 ativa a fosfatidilinositol 3
quinase (PI3k) que catalisa a fosforilagdio do fosfatidilinositol 3,4 difosfatos (PIP2) em
fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato (PIP3). O PIP3 regula a proteina quinase dependente de 3-
fosfoinositideos (PDK1), uma proteina serina/treonina quinase que fosforila e ativa outra
serina/treonina quinase conhecida como Akt ou proteina quinase B (PKB). A ativacdo da Akt
¢ ponto crucial para agdo da insulina pois sdo responsaveis pelos efeitos metabdlicos da
insulina. Entre seus efeitos principais esta a fosforilagdo do substrato de Akt 160 (4kt Substrate
- AS160), molécula que se liga as vesiculas do GLUT4. A fosforilagdo da AS160 promove
dissociacdo da mesma com as vesiculas de GLUT4, permitindo sua translocagdo e exocitose na
membrana, aumentando a expressdo de GLUT4 e consequentemente a captacdo de glicose
(Saltiel e Kahn, 2001).

Apesar de complexa, o entendimento das vias de sinalizagdao da insulina e ativacao da
Akt sdo de grande importancia no entendimento da RI. Qualquer atividade que interrompa,
mesmo que parcialmente o sinal da insulina, confere alteracdes metabdlicas importantes ao
tecido alvo, bem como aumento da glicose ¢ AGL circulantes (Li et al., 2022). O TNFa exerce
importante papel na interrup¢ao do sinal da insulina. Essa citocina ¢ produzida por macrofagos
(M2 e mais intensamente M1) e excretado no tecido adiposo onde se liga a um receptor proprio
na parede celular (superfamilia de receptor de TNFa), promovendo uma cascata de sinaliza¢ao
ativando a quinase indutora de kappa B (IkK). A IkK por sua vez promove a dissociagdo da
quinase inibidora do fator kappa B (IkB) do NFxB. A via IkK/IkB/NF«kB tem sido bastante
estudada como mecanismo de melhora da sinaliza¢do insulinica. Uma vez dissociado, o NFkB
transloca para o nucleo celular, aumentando a expressao de varias citocinas, quimiocinas (como
o TNFa, IL6, MCP-1, entre outras) e ativa o complexo proteico multimérico denominado
inflamassoma, responsavel pela producdo de IL1B propagando e retroalimentando o sinal
inflamatoério local e sistémico (Rohm et al., 2022). Outra via ativada pela sinalizagdo do TNFa
¢ a da serina quinase C-Jun n-terminal (JNK). Tanto a JNK quando a IxkK possuem atividade
serina quinase capaz de fosforilar em serina a PI3k e os IRS1 e 2, respectivamente,
interrompendo o sinal do IR (Li ez al., 2022; Rohm et al., 2022). Cada citocina ¢ capaz de ativar

vias inflamatorias proprias, que propagam o sinal inflamatoério de maneira descontrolada no
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tecido adiposo, levando a apoptose celular com consequente extravasamento do conteudo
celular e aumento da inflamacao (Figura 2).

Como visto, a inflamacao no tecido adiposo, parece ser determinante na RI. Entretanto
Rohm et al. (2022), relatam que a concentragao circulante de TNFa no individuo obeso, seria
insuficiente para gerar a RI em tecidos periféricos. Segundo os autores, o acuimulo de gordura
em outros 6rgdos (acumulo ectopico) como figado, musculo e pancreas contribui para o
recrutamento e diferenciacdo de macrofagos do tipo M1 nesses tecidos, ativando as vias
inflamatérias (Rohm et al., 2022). Outro fator importante ¢ a alta concentragao de AGL
decorrentes da ingestdo excessiva ou da lipolise aumentada no tecido adiposo. Os AGL,
principalmente os saturados sdo capazes de ativar em macréfagos e adipdcitos o receptor do
tipo toll 4 (toll-like receptor 4 — TLR4), um receptor da familia de receptores reconhecedores
de patdgenos, que sao responsaveis pelo reconhecimento das moléculas de lipopolissacarideos
(LPS) de membrana de bactérias gram-negativas, € por sua vez, ativarem resposta imune.
Devido a similaridade molecular da frag¢do lipidica do LPS com moléculas de 4cidos graxos
saturados (AGS), eles podem equivocadamente ativar os TLR4, aumentando ainda mais a
resposta inflamatoria. A ativagdo do TLR4 promove ativagao da via IxK/IxkB/NFxB, de modo
similar ao TNFa, aumentando a atividade inflamatoria e a RI no tecido (Lancaster et al., 2018).

Uma vez instalada a inflamagao sist€émica, acompanhada da RI nos diferentes tecidos, a
resposta metabdlica contribui na génese de diversas patologias relacionadas ao DM2. O tecido
adiposo diminui a excre¢ao de adiponectina e aumenta a de resistina, com consequente redugao
da sensibilidade insulinica, reducdo da oxidagdo de glicose no musculo e adipodcitos,
aumentando o estimulo para a gliconeogénese e glicogenodlise (Kojta et al., 2020). Além disso,
a dificuldade de captacao de glicose para fornecimento de energia aumenta a captacdo de AGL
pelas células. A oxidagdo constante de acidos graxos pela mitocondria aumenta a producao de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN). Aliada a baixa disponibilidade de
mecanismos de defesa antioxidantes endogenos (superoxido dismutase, glutationa peroxidase,
etc.) ou exdgenos (vitaminas A, E, C, etc.), o tecido entra em estresse oxidativo (EO), levando
a danos celulares, aumentando a inflamagao e a RI (Urakawa et al., 2003). Embora marcadores
do EO estejam presentes em pacientes obesos com DM2, seu papel na etiologia da doenca,
ainda precisa ser melhor esclarecido (Ishihara et al., 2019). Nao ¢é possivel estabelecer uma
ligacdo direta entre o EO e a RI, contudo, uma interagdo mutua entre a inflamagao e o EO parece
sempre ocorrer (Souza, 2018; Urakawa et al., 2003). Além desse fato, o acumulo de acidos

graxos na célula também leva a produgdo de produtos lipidicos capazes de aumentar a
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inflamacdo e a RI como o diacilglicerol (DAG) e ceramidas, mecanismo conhecido como
lipotoxicicidade (Kojta et al., 2020).

A reducdo da glicemia tem sido alvo terapéutico na maioria dos pacientes com DM2.
Contudo, dada a complexidade dos mecanismos celulares que promovem a RI, em decorréncia
da inflamagao subclinica de baixo grau, principalmente no tecido adiposo, mais estratégias sao
necessarias além das hipoglicemiantes para controle do DM2. Drogas como a metformina, sao
recomendadas ainda nos estagios iniciais da RI, sendo capaz de estimularem a translocacao das
vesiculas de GLUT4 de modo independente da ativagdo do receptor de insulina reduzindo a
hiperglicemia podendo também impactar na melhora da inflamacao (Bharath e Nikolajczyk,
2021; Giacaglia et al., 2023). Contudo, mesmo que algumas medicacdes possam impactar
minimamente a inflamag¢dao subclinica, e que vdarias estratégias farmacologicas sejam
implementadas com o objetivo de controle ou reversao da RI, o crescente numero de individuos
com DM2 e as proje¢des preocupantes para os proximos anos, demonstram que tais terapias,
isoladamente, sdo insuficientes e ineficazes, e estratégias ndo farmacoldgicas ainda sdo
essenciais para seu controle.

Sendo assim, as modificagdes de estilo de vida, tais como a pratica regular de atividade
fisica, reducdo do estresse, redugao do consumo de alcool e tabaco, além de habitos alimentares
saudaveis, sdo essenciais para o controle e prevencdo da DM2. Em adicdo, o consumo de
alimentos e/ou nutrientes especificos que, promovam melhora em pardmetros da RI e

consequentemente no DM2 tém sido cada vez mais estudados.

2.3 Omega-3 e sua acio no processo inflamatorio e estresse oxidativo relacionado a

resisténcia a insulina

Os 0mega-3 sdo reconhecidos pela sua importante funcao anti-inflamatéria, sendo os
mais estudados o ALA (C18:3), de origem vegetal (principalmente em oOleos vegetais
purificados como a linhaga), e os EPA (C20:5) e DHA (C22:6), de origem animal (alguns peixes
e crustaceos), os quais possuem maior atividade bioldgica (Ishihara et al., 2019).

Sao propostas algumas hipdteses para a agao mecanistica dos 6mega-3. Os acidos graxos
poli-insaturados (AGPI) sdo precursores de mediadores da resposta inflamatoria conhecidos
como eicosanoides (prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos), sendo de serie par e pro-
inflamatério os derivados dos acidos graxos 6mega-6 (6mega-6) ou impar e anti-inflamatério

os derivados dos dmega-3 (Ishihara et al., 2019). A exemplo, o leucotrieno B4 ¢ derivado do
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acido araquidonico que, de modo semelhante ao MCP1, promove a quimiotaxia de macrofagos
para o tecido adiposo e sua diferenciagdo em M1(Videla et al., 2023). A competicdo exercida
pelos 0mega-3 pelas mesmas enzimas cyclooxygenases e lipoxygenases bem como dos
receptores celulares de acao dos eicosanoides, reduzindo a inflamagao exercida pelos 6mega-
6. A cyclooxygenases 2 (COX2), ¢ uma importante molécula na sintese de prostaglandinas
altamente oxidantes, responsaveis pela peroxidacdo lipidica no tecido adiposo e producdo de
moléculas altamente inflamatdérias como as lipoproteinas de baixa densidade oxidada e
malondialdeido (MDA). O DHA age como importante inibidor de COX2, reduzindo os
produtos de peroxidacdo lipidica. Além disso, alguns estudos demonstram que a suplementacao
de O6mega-3 tem papel em diferentes linhas de defesa antioxidante como no aumento da
capacidade antioxidante total do plasma, reduzindo a propor¢do de dmega-6 na membrana
plasmatica (mais suscetiveis a peroxidagao lipidica e producao de MDA) e ativacao de enzimas
como a glutationa peroxidase (Heshmati ef al., 2019).

Os mediadores lipidicos de pro-resolu¢do (pro-resolving mediators - SPMs)
sintetizados a partir dos 6mega-3 (resolvinas, maresinas e protectinas) e produzidos nos
leucocitos polimorfonucleares apresentam importante acdo da resolugdo da inflamagao
sistémica promovendo a reducdo da infiltragdo de células do sistema imune nos tecidos. Eles
estimulam a produgdo de citocinas como a interleucina 10 (IL10) e 4 (IL4) que estimulam a
polarizagdo de macrofagos M1 para o fenodtipo M2 (perfil anti-inflamatoério), reduzindo a
producao de ROS pelos macréfagos contribuindo para redugdo da RI (Ishihara et al., 2019;
Videla et al., 2023). Entretanto, a capacidade de resolugdao da inflamagdo no tecido adiposo
pelos 0mega-3 em humanos necessita de mais esclarecimentos. Spencer ef al. (2013) em ensaio
clinico observaram que individuos com sobrepeso ou obesidade e algum grau de RI apos 12
semanas de tratamento com 4 gramas de dleo de peixe rico em Omega-3 apresentam
significativa reducdo de MCP-1 no plasma e da expressao de RNA mensageiro (mRNA) de
MCP-1, CD68 (marcador para macréfagos tipo M1), do numero de macrofagos e das estruturas
em coroas no tecido adiposo dos voluntérios. Nesse mesmo estudo, a incubacao de monocitos
da linhagem THP-1 com os trés principais tipos de 6mega-3 (ALA, EPA e DHA), reduziu
significativamente a expressao de MCP-1. Em contrapartida, Hames ef al. (2017) em ensaio
similar, ndo identificaram alteragdes nos macrofagos (tanto em M1 quanto para M2) em tecido
adiposo de individuos obesos com RI apds 6 meses de ingestdo de 4,2 gramas de 6mega-3.

Apesar do papel anti-inflamatério dos Omega-3 na competicdo pelas enzimas

responsaveis pela produgao de eicosanoides, a descoberta de receptores especificos para dcidos
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graxos na célula promoveu importantes descobertas sobre o eficiente papel anti-inflamatorio
desses lipideos (Song et al., 2017). O receptor acoplado a proteina G 120 (G Protein Coupled
Receptor 120 — GPR120) ¢ ativado na presenca de acidos graxos de cadeia longa. Os 6mega-3,
em especial o EPA e DHA, sdo importantes ativadores desse receptor, desencadeando uma série
de respostas anti-inflamatérias e que colaboram na melhora da RI (Figura 2). A ligagdo do
omega-3 com o GPR120 promove uma interacdo com a molécula -arrestina, responsavel pelo
recrutamento da proteina ligadora da quinase ativadora de TGF-f (transforming growth factor-
B-activated kinase binding protein - TAB). A TAB ¢ responsavel pela ativacdo da quinase
ativadora de TGF-B (TAK), que por sua vez, ativa a via do IkK/IkB/NFkB e consequentemente
o complexo inflamassoma (Rohm et al., 2022). Como descrito anteriormente, o IkK ¢ uma das
moléculas responsaveis pela fosforilagdo em serina do IRS e reduzir o sinal da insulina. Assim,
ao inibir a via do IkK/IkB/NFkB, os dmega-3 sdo capazes nao s6 de suprimirem a resposta
inflamatoria (reduzindo TNFa, IL6, MCP-1), mas também de melhorar a RI (Albracht-Schulte
et al.,2018). Em ensaio clinico em individuos com DM2, a suplementagdo de 1800 miligramas
de dmega-3 foi suficiente para reduzir os niveis plasmaticos de MCP-1 em 10 semanas, porém,
sem alterarem os niveis de resistina (Mazaherioun et al., 2018). Além disso, o consumo de
Omega-3 estd associado a ativa¢do de importantes fatores de transcri¢gdo nuclear como os
receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPAR). Tanto o GPR120 quando o
DHA apresentam grande afinidade de ligacio ao PPAR gamma (PPARY), estimulando a
adipogénese e angiogénese no tecido adiposo, reduzindo a produgdo de IL6, a hipoxia e
promovendo a polarizagdo de macréfagos M1 para M2 (aumentando a produgao de IL10)
contribuindo para desinflamagdo do tecido e melhora da RI (Albracht-Schulte et al., 2018;
Satoh-Asahara et al., 2012; Song et al., 2017).

A ligacao com o PPARYy parece fundamental para que os 6mega-3 exergam plenamente sua
fungdo anti-inflamatdria. Tanto o EPA quanto o DHA se mostram como importantes agonistas desse
fator. A adiponectina ¢ um alvo bem descrito da ativagdo de PPARYy. Entre os efeitos ja citados na
melhora da RI, a adiponectina induzida por EPA, se correlaciona com uma maior expressao e secrecao
de IL10. A ativagao de PPARy por EPA em linhagens de monocitos THP-1, ativa significativamente
a transcrigdo de IL10 ligando-se ao seu promotor (Satoh-Asahara et al., 2012). A IL10 apresenta-se
em menores concentragdes em individuos com obesidade e DM2 associados em relagdo a individuos
somente com obesidade, refletindo sua importancia da evolugdo da RI (Satoh ez al., 2010). O aumento
da producao de IL10 ¢ correlacionada significativamente com redugao de HbA 1¢ em pacientes obesos

apos o consumo de EPA. Além disso, o IL10 regula negativamente a produgao de citocinas pro-
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inflamatérias em mondcitos além de promover maior diferenciagdo de macréfagos em tipo M2 ao
mesmo tempo que atenua a populacao de macrofagos do tipo M1 (Satoh-Asahara et al., 2012). Satoh
et al. (2010), observaram que apos 3 meses de tratamento com pioglitazona (um agonista de PPARY)
pacientes obesos com DM2 apresentam redugdo da expressao de IL6 e aumento de IL10, além de
maiores propor¢des de macrofagos do tipo M2 em relagdo ao M1. Esses resultados vieram
acompanhados de melhora na GJ, HbAlc e modelo de avaliagdo da homeostase de resisténcia a
insulina (homeostasis model assessment of insulin resistance-HOMA-IR) nos pacientes avaliados.
Tendo em vista os importantes efeitos do PPARy em mecanismos que possam melhorar a RI, o estudo
dos dmega-3, em especial o EPA e DHA ganham ainda maior relevancia clinica como seus agonistas.

Os provaveis mecanismos anti-inflamatérios do 6mega-3 sdo bem descritos na literatura,
contudo, mesmo o conhecimento atual quanto a relagao entre inflamagao subclinica de baixo grau e
RI, os resultados clinicos relevantes em pacientes com DM2 (reducdo dos niveis glicémicos,
insulinémicos e de HbAlc por exemplo) ainda sdo conflitantes e carecem de analise criteriosa. Em
ensaio clinico duplo cego, randomizado e placebo controlado, a suplementacdo didria de 2000
miligramas de 6leo de peixe (600mg de EPA + DHA) por 6 semanas em gestantes com diabetes
gestacional foi suficiente para reducgao da expressao de TNFa e de aumento da expressao de PPARy
em células mononucleares de sangue periférico (peripheral blood mononuclear cells - PBMC),
porém, tais modificacdes ndo foram acompanhadas por melhora na glicemia de jejum ou no
modelo de avaliacdo da homeostase de resisténcia a insulina (HOMA-IR) (Jamilian et al., 2018).
Outro trabalho conduzido com suplementacdo de 2 gramas de 6leo de peixe rico em EPA (95%) por
12 meses em 32 de adultos com DM2, foi capaz de demonstrar melhora na glicemia de jejum,
insulina, HbAlc e HOMA-IR, além de aumento de niveis plasmaticos de EPA, no entanto, ndo
fizeram referéncias ao perfil inflamatorio (Sarbolouki ef al., 2013). Em um estudo de metanalise de
21 estudos sobre a relagdo entre o dmega-3 e biomarcadores da DM2, foi observada importante
relagdo entre o consumo de doses entre 1000 e 2000 miligramas de 6mega-3 por periodo minimo de
8 semanas para resultados significativos na melhora da glicemia de jejum, HbAlc ¢ HOMA-IR.
Nesse mesmo estudo, ndo foi observada redugdo significativa do TNFoano DM2 (Khalili et al., 2021).
Em um estudo de pré e pos intervengao conduzido por nosso grupo de pesquisa, 2400 miligramas de
omega-3 foi suplementado por oitos semanas a 32 individuos com excesso de peso e diagnostico de
DM2. Esse protocolo foi satisfatorio para reducao significativa de TNFa, IL13 e IL6 plasmaticas,
seguida de melhora significativa do HOMA-IR (Souza et al, 2020). Entretanto, esse estudo
apresentou limitantes tal como auséncia do grupo placebo e controle, importantes para avaliar quanto

aos verdadeiros efeitos anti-inflamatdrios da suplementagao de 6mega-3.
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Figura 2. Representagdo da via de sinalizagdo da insulina (1), vias inflamatérias que
promovem a RI (2) e dos mecanismos anti-inflamatdrios do 6mega-3 (3)

(1) A insulina se liga e ativa seu receptor que promove uma fosforilagao a jusante em cascata do IRS1 e IRS2, PI3k, PIP2, PIP3 e
PDK1, resultando na ativagao da Akt. A ativagdo da Akt promove varios efeitos metabdlicos da insulina, entre os principais esta
fosforilagdo do AS160 e liberagdo do GLUT4, permitindo sua translocagdo e exocitose na membrana, aumentando a sua
expressdo, maior captacdo de glicose e consequente redugdo da hiperglicemia. (2) A ativagdo do TLR4 (por LPS ou AGL) e do
TNFR (TNFa) promove uma cascata de sinalizacdo da via IkK/IkB/NF«B e da JNK. O NF«B transloca para o nicleo celular,
aumentando a expressao de varias citocinas ¢ quimiocinas como o TNFa, IL6, IL13 ¢ MCP-1. O IkK ¢ a JNK fosforilam o IRS1
e 2 e PI3K, respectivamente, interrompendo o sinal do receptor de insulina impedindo a cascata que leva a fosforilagdo de Akt e
consequente liberagdo de GLUT4 para a membrana resultando em hiperglicemia. (3) O 6mega-3 ativa o GPR120 interagindo
com a B-arrestina, que por sua vez recruta a TAB. A TAB ¢ responsavel pela ativagao da TAK, que inativa a via IkK/IkB/NFkB,
suprimindo a resposta inflamatéria ¢ impedindo a fosforilagao em serina do IRS1 e 2 e PI3K, permitindo a fosforilagdo e ativagdo
da Akt. O GPR120 e o dmega-3 se ligam ao PPARy estimulando a producio de citocinas anti-inflamatdrias (como o IL10 e IL4)
e reduzindo a produgdo de inflamatorias (como TNFao e IFNy).
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2.4 Suplementacdo de 6mega-3 em parametros clinicos da resisténcia insulinica e perfil

lipidico

O consumo de fontes de 6mega-3 tem sido estimulado devido ao seus beneficios anti-
inflamatorios e possiveis implicagdes clinicas. Embora possam ser obtidos por processos
bioquimicos de dessaturacao e elongamento de cadeia a partir do ALA, os adcidos EPA e DHA
ainda possuem necessidade de serem ingeridos pela alimentagdo ou suplementacdo uma vez
que essa taxa de conversao ¢ limitada (Bhat ez al., 2023). A incorporacao do d6mega-3 na dieta
(sobretudo de fonte animal e marinha) tem sido estudada como uma fator de protecdo contra
disturbios metabdlicos importantes, incluindo DM2 e hiperlipidemia, que tém consequéncias
indiretas na fisiopatologia cardiovascular (Bhat et al., 2023). Contudo, as metodologias de
avaliacdo de ingestdao desses lipideos sdo imprecisas em determinar as quantidades realmente
consumidas por individuos ou populagdes. Sabe-se que o consumo de 6mega-3 ¢ acompanhado
por aumento nos seus niveis plasmaticos e na membrana de células como as PBMC e eritrécitos.
Especificamente, a composicao lipidica dos eritrocitos reflete a composicao de acidos graxos
das membranas celulares de todo o corpo (Fielding, 2017). Pequenas doses de 6mega-3 ja sao
capazes de modificar biomarcadores sanguineos relacionados a esses lipideos. O consumo
subsequente de 6mega-3 (EPA+DHA) na dose de 0,25 e 0,5g/dia por (4 semanas em cada
dosagem) e 1g/dia por 8 semanas foi suficiente para promover aumento continuo e linear do
conteudo de dmega-3 entre no sangue total, entre os fosfolipideos plasmaticos e nos eritrocitos
de 20 individuos saudaveis (Patterson et al., 2015). Assim, a avaliagdo da concentracdo de
omega-3 (EPA+DHA) eritrocitario tem sido utilizado como um eficiente marcador de consumo
desses lipidios e para avaliacdo de fatores de risco em doencas cronicas (Abbott ef al., 2016;
Harris, 2010). O indice de 6mega-3 (I03) ¢ obtido por meio da razdo entre o total de EPA e
DHA e o total de lipideos (ambos medidos na membrana eritrocitaria) expresso em percentual
e ¢ altamente sensivel ao consumo de 6mega-3 da dieta. Valores acima de 8% do 103 sao
considerados 6timos ou desejaveis, entre 4 e 8% como risco intermediario e abaixo de 4% como
indesejavel e mais associado a doengas cardiovasculares (Harris, 2010). A eficacia do 6mega-
3 para a prevencao de doencas cardiovasculares ¢ um topico de debate continuo. O ultimo
posicionamento sobre o consumo de gorduras e saude cardiovascular da Sociedade Brasileira
de Cardiologia orienta que a suplementacao entre 2 e 4 gramas por dia de 6mega-3 de origem
marinha é recomendada como adjuvante no tratamento da hipertrigliceridemia grave podendo

também contribuir com a reducdo de eventos isquémicos nesses pacientes (Izar et al., 2021).
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Por outro lado, os autores reforcam que a literatura até entdo ndo permitia inferir sobre os
beneficios desse consumo em fatores relacionados ao DM2.

A hipertrigliceridemia esta associada ao DM2 e a obesidade como componentes da
sindrome metabolica e aumento do risco de doengas cardiovasculares. A melhora do
metabolismo lipidico e consequentemente dos niveis plasmaticos de CT, HDL, LDL e TG
contribuem para redug¢do de complicagdes cardiovasculares e podem ser avaliados por indices
aterogénicos como o Indice Aterogénico do Plasma (IAP) (calculado a partir dos valores de TG
e HDL) e os indices de Castelli 1 (razdo entre o CT e HDL) e Castelli 2 (razdo entre o LDL e
HDL). Os efeitos do 6mega-3 na hipertrigliceridemia sdo mais evidentes em populagdes com
valores basais de TG mais altos. Seus efeitos sobre outros pardmetros lipidicos também sao
controversos tendo sido observado aumento do CT, LDL e HDL em alguns estudos (Bhat et al.,
2023). Em estudo com pacientes adultos com hipertrigliceridemia grave (=500 mg/dL e <2000
mg/dL) a suplementagdo de 2 e 4 gramas por dia/dia de omega-3 (75% de EPA+DHA)
associado a uma dieta padrao promoveu reducao de 25,9% e 30,9% respectivamente nos valores
de TG em comparacao ao grupo controle. Além disso, observou-se melhora adicional no
aumento do HDL e redugdo do indice de Castelli 1 (Kastelein et al., 2014). Alguns autores, no
entanto, tém argumentado que a suplementagdo de EPA isoladamente promoveria melhores
resultados, sem alteracdes nos niveis de CT e LDL por exemplo. Em dois estudos multicéntricos
e placebo-controlados (Ballantyne et al. (2012) e Bays et al. (2011)) a suplementagdo com 4
gramas por dia por 12 semanas de EPA (solucdo com 96% de concentragdo) em pacientes
também com hipertrigliceridemia grave (=500 mg/dL e <2000 mg/dL) promoveu reducao de
21,5% e 33,1% respectivamente. Além disso, também foram observados ganhos adicionais em
ambos os estudos como redug¢do do CT e do colesterol nao-HDL. Estudos menores em
individuos com hipertrigliceridemia ndo grave (TG >500 mg/dL) também se observa efeitos
semelhantes como no de Souza ef al. (2020) (32 individuos suplementados com 2,4g de
omega-3 por 8 semanas) ¢ Mazaherioun et al. (2018) (44 individuos suplementados com 2,7g
de 6mega-3 por 10 semanas). Nesses dois estudos, além da redug¢do dos TG, também se
observou aumento do HDL e redugao do IAP, contudo, somente o estudo de Souza et al. (2020)
detectou melhora conjunta em marcadores da RI. Diferente dos niveis de TG, os efeitos da
suplementagdo com Omega-3 sobre as moléculas de LDL precisam ainda ser estudadas,
sobretudo em populagdes de maior risco cardiovascular. Estudos tem observado tanto o

aumento quanto maior peroxida¢ao de LDL com suplementagdo de 6mega-3, sendo importante
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identificar doses seguras para seu consumo em populagdes de maior risco (Ishihara et al., 2019;
Nicholls et al., 2020).

O processo de resolugcao da inflamagdo, por meio do SPSs, reduz as populagdes de
macrofagos M1 e, consequentemente, a producao de citocinas como IFN-y e TNF-a no tecido
infiltrado. Além disso, a reducdo do sinal inflamatério aumenta a produgao e translocacio dos
transportadores de glicose GLUT-4 aumentando a sensibilidade insulinica. A incorporagao dos
omega-3 nas membranas celulares aumenta sua fluidez e a consequente competicdo das
prostaglandinas da série impar com as da série par (inflamatorias) promovendo redugdo das
espécies reativas de oxigénio com consequente redug¢do da peroxidacao lipidica e agregagdo
plaquetaria. Além disso, os O0mega-3 diminuem a lipogénese hepatica, promovem maior
ativacdo da lipase lipoproteica e aumento da B-oxidagdo, com consequente redugao dos
triglicérides circulantes (Bhat et al., 2023; Souza et al., 2020).

Os inconsistentes efeitos do 6mega-3 no DM2 podem estar ligados ao fato de que a
doenca se manifesta em diferentes individuos com as mais variadas complica¢des metabolicas,
podendo entdo a suplementacdo com omega-3 promover efeitos em parametros clinicos
especificos. Os niveis plasmaticos de 6mega-3 (principalmente EPA e DHA) foram associados
a menor incidéncia de DM2 principalmente em individuos com IMC> 30kg/m?. Esses efeitos
protetores estariam diretamente ligados aos ja citados efeitos anti-inflamatorios, estabilizagao
da membrana celular e a influéncia na ativagdo de receptores nucleares como os PPAR (Qian
et al., 2021). Além disso, o 103 esta inversamente associado a incidéncia da doenca e se
correlaciona inversamente a marcadores como GJ, HbA1C (Abbott et al., 2016). Entretanto,
ensaios clinicos com metodologias e populagdes similares apresentam efeitos controversos em
relacdo a melhora clinica do DM2 com a suplementagdo de Omega-3. Isso pode estar
relacionado a diferengas como doses (que variam entre 2 a 4g/dia de 6leo de peixe) e tempo
(entre 8 a 12 semanas) de tratamento observadas nos estudos (Abbott et al., 2020; Clark et al.,
2016; Mazaherioun et al., 2018; Sarbolouki et al., 2013; Souza et al., 2020).

Colaborando com os achados, Gao et al. (2020) em sua meta-analise concluiram que
nao ¢ possivel atribuir efeitos clinicos relevantes ao DM2 com a suplementagao de 6mega-3
uma vez que diversos resultados controversos (tanto de melhora quanto de piora na RI) sdo
observados nos estudos. Esses resultados colaboram com o trabalho de Brown et al. (2019) que,
além de identificarem auséncia de efeito na maioria dos pardmetros analisados, ainda
concluiram que doses acima de 4g/dia podem gerar efeitos indesejaveis na RI. Em resumo,

resultados na HbAlc aparentemente necessitam de pelo menos 3 semanas de tratamento,
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enquanto a redu¢do da insulina e melhora do HOMA-IR de doses 4g de 6leo de peixe por no
minimo 8 semanas. Redu¢do da glicemia de jejum, no entanto, parece ser dificil de ser
observada. Tais questionamentos trazem a luz a necessidade de mais estudos controlados para

se avaliar o efeito clinico dos dmega-3 no DM2.

3 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE DO ESTUDO

Considerando o DM2 como uma patologia de grande relevancia devido a sua alta
mortalidade e custos a saide publica e que sua etiologia e progressdo estdo diretamente
relacionados a fatores de estilo de vida modificaveis, torna-se imprescindivel o estudo de
terapias que colaborem com a mudanga desse quadro. E de conhecimento também que 25% dos
pacientes com pré-diabetes (ou RI) evoluem para o DM2. Sendo assim, a intervengao nesse
grupo ¢ de grande importancia para reduzir a incidéncia de novos casos de DM2. Entretanto, a
dificuldade em se determinar os efeitos terapéuticos do 6mega-3 na populagdo com DM?2 se
relaciona principalmente com a complexidade da doencga e dos varios fatores inflamatorios que
podem se relacionar com a RI. Nesse contexto, avaliar a efetividade terapéutica do 6mega-3 na
melhora tanto nos parametros clinicos quanto nos inflamatérios (citocinas proé e anti-
inflamatoérias), que possam ser avaliadas em nivel sanguineo, faz-se importante para maior
conhecimento e reducdo da progressao dos sintomas do DM2. A hipdétese do estudo, foi de que
a suplementacdo com 4g de dleo de peixe com 2,4g de dmega-3 (60% de EPA+DHA) por 8
semanas promove melhora na inflamacdo subclinica e parametros clinicos do DM2 em

individuos com excesso de peso e resistentes a insulina.
4 OBJETIVO
4.1 Objetivo geral
Avaliar os efeitos da suplementacao de 6leo de peixe rico em dmega-3 sobre marcadores

da inflamacao subclinica e de resisténcia insulinica em individuos com excesso de peso e

resistentes a insulina.
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4.2 Objetivos especificos

Avaliar os efeitos da suplementagao de 6leo de peixe rico em Omega-3 (2,4g) em
individuos com excesso de peso e resistentes a insulina sobre:

» Citocinas inflamatorias (TNFa e IFNy) e anti-inflamatorias (IL10 e IL4) no plasma;

» Glicemia; insulina; HbA1C; HOMA-IR e modelo de homeostase para avaliagdo da
funcdo das células beta (homeostasis model assessment of B-cell function - HOMA-B);

» Triglicerideos; lipoproteina de densidade alta (HDL); lipoproteina de baixa densidade
(LDL); indice aterogénico do plasma (IAP), e os indices de Castelli I e Castelli I,

» Os niveis de MDA;

5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Calculo amostral e aleatoriza¢ao dos voluntarios

O calculo amostral para realizacdo do estudo foi obtido com auxilio do Software
GPower (versdo 3.1.9.4), considerando um a de 0,05, um poder de 75% e um tamanho de efeito
sobre a reducdo sérica de triglicérides com o uso de d6mega-3 de 43%, obtido em estudo anterior
dos autores (Souza et al., 2020). Assim, obteve-se o quantitativo de 30 individuos. Os grupos
foram divididos aleatoriamente: 6mega-3 (n=15) e controle (n=15). Apds o aceite em participar
da pesquisa, o voluntario foi alocado em um dos grupos de tratamento proposto. Para alocagao
do voluntario em um dos tratamentos foi realizada randomizagdo por meio do software
Microsoft Excel 365®. Os dois possiveis grupos foram alocados em uma célula da planilha
sendo atribuido a cada um deles um nimero aleatério. Posteriormente os tratamentos foram
alocados por ordem numérica sendo estabelecido a ordem de 1 a 40. Apds o recrutamento do
voluntério, o seu tratamento foi sorteado com auxilio do aplicativo Aleatorio UX® versao
Android. Os pesquisadores foram cegados quanto ao tratamento oferecido ao voluntario. O

cegamento somente seria quebrado em caso de risco a saide do voluntario.

5.2 Delineamento do estudo

O presente protocolo refere-se a um estudo clinico, duplo cego, unicéntrico,

longitudinal, randomizado, realizado no Hospital Universitario da Universidade Federal de Juiz
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de Fora (HU-UFJF). Nossos objetivos primarios foram avaliar o efeito da intervencao proposta
em elevar as concentragdes celulares de 0mega-3 e promover melhora nos marcadores
relacionados a inflamagdo subclinica como citocinas inflamatérias (TNFa e IFNy) e anti-
inflamatoérias (IL10 e IL4) no plasma e na RI (glicemia, insulina, HbA1C, HOMA-IR e HOMA -
B). Além disso, como objetivos secundarios, objetivou-se também avaliar o efeito do tratamento
sobre o perfil lipidico (TG, CT, LDL e HDL) e indices aterogénicos (IAP, Castelli I e Castelli
IT) e na peroxidagdo lipidica por meio do marcador MDA. As variaveis de funcao hepatica,
renal e tireoidiana foram avaliadas para garantir a seguridade do nosso tratamento nos nossos
voluntarios. As varidveis antropométricas, de composi¢ao corporal, nivel de atividade fisica e
consumo alimentar foram avaliadas a fim de garantir que fatores externos relevantes ndo
comprometessem nossos resultados (Figura 3). Todo o estudo foi executado nos laboratorios e
consultérios do HU-UFJF. Foram recrutados ao todo 24 voluntarios que atenderam aos critérios
de inclusdo e aceitarem participar da pesquisa por meio da assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO A).

Durante todo o estudo os voluntarios foram orientados a permanecerem com seus
habitos dietéticos e estilo de vida regularmente, os quais foram monitorados nos dias de
avaliagdo. Apos a triagem, o voluntario foi orientado a comparecer ao HU-UFJF para coleta de
sangue ¢ avaliacdo bioquimica; avaliacdo antropométrica e da composi¢do corporal; avaliacao
do consumo alimentar; avaliagdo do nivel de atividade fisica. De modo a sintetizar a
necessidade de preparo do voluntéario(a) para realizacdo das avalig¢des, ele foi orientado(a) a
comparecer no dia de coleta tendo realizado jejum alimentar de 12 h, absten¢ao do consumo de
alcool e café nas ultimas 24h e de pratica de atividades fisicas intensas por 72 h. Também foram
orientados(as) a comparecerem com roupas leves e a urinarem pelo menos 30 min antes das
avaliagdes. Mulheres em periodo menstrual tiveram suas avaliagdes remarcadas. As coletas
foram repetidas apds 60 dias de intervengdo. Apds as avaliagdes realizadas no primeiro dia de
coleta, os voluntarios foram orientados sobre o consumo das capsulas (dmega-3 ou controle)
por um periodo de 60 dias e posteriormente retornavam para a reavaliagdo. Os individuos, bem
como os pesquisadores envolvidos, foram cegados para ingestao de 6mega-3 ou controle. Todos
os resultados foram anotados em formulario proprio para posterior analise dos autores

(APENDICE A).
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TO T1 T2 T3
Procedimentos e avaliacoes

Recrutamento o
Assinatura do TCLE

Antropometria e composi¢ao corporal

Nivel de atividade fisica

Registro alimentar

Coleta de sangue

Entrega das capsulas

4 semanas 4 semanas

Figura 3. Desenho do estudo

O estudo foi realizado de acordo com os principios da declaragdo de Helsinque e foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario da UFJF sob o parecer
de numero 4.731.228 (ANEXO B), foi registrado no Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos
(ReBEC) sob o0 nimero RBR-8cb536g e publicado em revista cientifica (Lima et al., 2022).

5.3 Selecao da amostra

O recrutamento dos voluntarios ocorreu entre os pacientes atendidos no HU-UFJF e
pacientes que responderam os formulérios online, disponibilizados por meio de divulgacao em
sites e equipamentos de midias locais. Apds a sele¢do dos individuos pelos formularios, foi
agendada uma entrevista para aplicagdo do questionario de recrutamento com avaliagdo dos

critérios de inclusdo e exclusdo.

5.3.1 Critérios de inclusao do estudo

Foram adotados os seguintes critérios de inclusao:
1. Individuos de ambos o0s sexos;
2. Idade entre 20 e 59 anos;
3. Indice de massa corporal (IMC) entre 25 e 34,9kg/m? (classificados com sobrepeso ou
obesidade grau 1);
4. Em tratamento medicamentoso para pré-diabetes ou DM2 exclusivamente com metformina
ou metformina associada a alguma sulfonilureia (glibenclamida, gliclazida, glimepirida e

glipizida) por pelo menos 6 meses e sem alteracdo de dosagem nesse periodo;
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5. Que ndo estivessem ou nao tenham feito uso de anti-inflamatérios nao esteroidais ou
corticoides no més anterior ao recrutamento;

6. Que nao estivessem em uso de suplementos contendo dmega-3 em sua formulagdo no
minimo 2 meses antes do inicio do estudo;

7. Que nao estivessem uso continuo de orlistat ou fibratos;

8. Mulheres que ndo estivessem em gravidez ou em fase de lactagao;

5.3.2 Criteérios de exclusdo do estudo

Foram adotados os seguintes critérios de exclusao:
1. Individuos que apresentassem glicemia de jejum superior a 300 mg/dL nos exames
realizados na linha de base;
2. Portadores de doenca genética e hormonal limitante (hipotireoidismo, hipertireoidismo,
erros inatos do metabolismo etc.);
3. Em uso abusivo de bebidas alcodlicas (cinco ou mais doses para homens e quatro ou mais
para mulheres em uma Unica ocasido no mesmo dia nos ultimos 30 dias) ou uso de qualquer
droga considerada ilicita;
4. Com insuficiéncia renal, cirrose hepatica ou doencas inflamatoérias intestinais;
5. Transplantados;
6. Com perda de peso significativa (>5%) nos ultimos 3 meses (voluntaria ou involuntaria) ou
estejam participando como voluntarios de outros estudos na data do arrolamento;
7. Que descontinuarem o uso do dmega-3/placebo por 3 dias consecutivos;
8. Que iniciassem o uso de outras medicagdes para tratamento de DM2, anti-inflamatérios nao
esteroidais, corticoides, orlistat, fibratos ou qualquer suplemento que contenha dmega-3;
9. Que iniciassem gravidez, manifestasse interesse em sair do estudo ou qualquer outra razao

clinica a critério da equipe de investigagao.
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5.4 Coleta de dados

5.4.1 Recrutamento do voluntario (T0)

O recrutamento foi realizado de modo presencial e online conforme disponibilidade do
voluntario. Durante o recrutamento o voluntario foi informado quanto aos riscos, beneficios e
proposito do estudo. Foram coletados dados pessoais (nome, data de nascimento, idade, género,
estado civil, endereco e contato) e sociais (ocupagdo e escolaridade). Também foram
questionados alguns aspectos de saude como presenca de doengas intestinais, cardiacas,
neuroldgicas, ou cancer, funcionamento intestinal e de medicagdes de uso didrio e no ultimo
més e possiveis alergias alimentares. As mulheres entrevistadas foram questionadas se estavam
em estado gestacional ou lactagdo. Foram obtidos também por relato o peso e estatura dos
voluntarios. Sobre os habitos de vida, foram questionados quando a rotina de atividade fisica,
consumo de bebida alcoodlica, tabagismo e sobre o consumo de suplementos de 6mega-3. Os
pacientes recrutados receberam um material informativo sobre o preparo para as coletas de

dados e agendados para as avaliagdes (APENDICE B).

5.4.2 Avaliagoes iniciais (linha de base-T1)

Os voluntarios compareceram ao HU-UFJF apos o preparo necessario para realizagao
da coleta de sangue e avaliacdo da composi¢ao corporal. Antes do inicio das coletas foi
solicitado ao voluntério leitura e assinatura do TCLE. Apoés a coleta de sangue os voluntarios
foram direcionados para uma sala reservada para realizacdo das demais avaligdes. Foram
realizadas as avaliagdes: antropométrica e composi¢ao corporal; nivel de atividade fisica. Apos
a realizacao das avaliagdes os voluntarios receberam as capsulas suficientes para o consumo
em 30 dias (480 céapsulas). Os voluntarios receberam material informativo com orientagdes
sobre 0 uso das capsulas e agendamento dos préximos encontros (APENDICE C) e os
formularios com orientacdes para preenchimento de trés registros alimentares de 24h
(APENDICE D). Durante o periodo de 30 dias os voluntarios foram abordados semanalmente
para incentivo do consumo das capsulas e relato de possiveis intercorréncias. Também ja eram
agendadas as datas para as demais etapas da pesquisa com o voluntario. Apds 30 dias os
voluntéarios compareceram ao HU-UFJF para entrega dos registros alimentares preenchidos no

periodo e entrega de capsulas para mais 30 dias de consumo.
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5.4.3 Avaliagoes finais (T3)

Os voluntarios compareceram ao HU-UFJF apos o preparo necessario para realizagao
da coleta de sangue e avaliagdo da composi¢do corporal. Novamente, apds a coleta de sangue
os voluntarios foram direcionados para uma sala reservada para realizacdo das demais
avalicoes. Foram realizadas as avaliagdes: antropométrica € composi¢ao corporal; consumo
alimentar; nivel de atividade fisica. Apos a realizagdo das avaliagdes os voluntarios receberam
os resultados iniciais de exames e avalicdes, bem como das avali¢des realizadas. Aos
voluntarios que manifestaram interesse, foi agendado consulta para acompanhamento no

ambulatorio de nutri¢ao clinica do HU-UFJF.

5.5 Capsulas de 6mega-3 e placebo

As capsulas de oleo de peixe foram usadas como fonte de 6mega-3. Foi prescrita uma
dose de 4 capsulas diarias a serem consumidas preferencialmente em um tnico momento do
dia com a aproximadamente 4 gramas de 6leo de peixe e dose total de EPA e DHA de 2,4 g. O
6leo de soja foi escolhido como controle devido ao seu consumo frequente na populacio. As
capsulas do grupo controle foram produzidas com tamanho, cor e odor semelhantes as capsulas
de 6leo de peixe e orientados aos voluntarios o consumo de 4 capsulas ao dia em protocolo
idéntico ao grupo 6leo de peixe. As capsulas de 6leo de peixe e controle foram adquiridas da
empresa Essential Nutrition®, Sao José, SC, Brasil e suas caracteristicas nutricionais estao
descritas no quadro 1.

Como modo de garantir o correto uso das capsulas pelos voluntarios, foi solicitado aos
mesmos que soprassem um papel filtro todos os dias apds consumirem todas as capsulas com
intuito de avaliagdo do contetido de 6leo consumido ao final do estudo. O papel soprado era
guardado em embalagem de plastico que deveria ser entregue com todos ao final do
experimento. Todas as embalagens recebidas foram devidamente contabilizadas e descartadas

apos a entrega pelo voluntario.
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Quadro 1. Caracteristicas Nutricionais de 4 g de dleo de peixe e 6leo de soja utilizados no

estudo
Oleo de peixe Oleo de Soja

(Grupo dmega-3) (Grupo placebo)
Valor energético (kcal) 36,00 35,70
Gorduras totais (g) 4,00 4,00
Gorduras saturadas (g) 0,00 0,60
Gorduras trans (g) 0,00 0,00
Gorduras monoinsaturadas (g) 0,00 0,90
Gorduras poli-insaturadas (g) 3,40 2,30
Omega-3 (g) 2,40 0,23
EPA (g) 1,44 0,00
DHA (g) 0,96 0,00
Vitamina E (mg) 6,40 0,60
EPA: Eicosapentaenoic acid; DHA: docosahexaenoic acid
Fonte: Informagdes fornecidas pela Essential Nutrition®

5.6 Avaliacao Antropométrica e Composi¢io Corporal

A avaliagdo antropométrica ¢ da composi¢ao corporal foram realizadas nos tempos T1
e T3. Para realizacdo dessas avaliagdes foi garantido que os voluntarios comparecessem no dia
da coleta com jejum minimo de 4 h, com bexiga esvaziada e ndo terem se exercitado ou
consumido café no dia anterior e 4lcool a 48 h antes das coletas. O agendamento das avaliagdes
foi realizado de modo a nao coincidir com o periodo menstrual das voluntarias (Lopes e Ribeiro,
2014). Durante toda a avaliagdo o voluntario permaneceu descal¢o, com roupas leves e sem
objetos de metal em contato com o corpo. Para obtencdo das medidas de massa corporal e da
composicao corporal foi utilizada uma balanc¢a de bioimpedancia tetrapolar (Tanita®, modelo
IRONMEN BC1500), com capacidade méxima de 150kg e precisao de 100g, com auxilio do
Software Tanita Healthy Edge (Versao 2.13.2). Essas medidas foram obtidas com o individuo
de pé no centro da balanga, com os bragos relaxados ao longo do corpo segurando as alavancas
com os eletrodos de mao. A ativacdo e leitura dos dados foi realizado por meio do software da
balanca. A massa corporal foi mensurada em quilogramas (kg). A estatura foi obtida em metros
(m) por meio de um estadidometro vertical portatil (Sanny®, modelo Personal Caprice) com o

voluntario em superficie plana, ereto, com pés unidos, com calcanhares, nadegas e escapula em

39



contato com o estadidmetro e a cabega orientada no plano de Frankfurt. A medida foi obtida
apds uma expiracao normal com os estadidmetro em contato com o vértice da cabega.

Os perimetros corporais foram mensurados em centimetros (cm), com auxilio de uma
trena antropométrica (Cescorf®) com o individuo em superficie plana, ereto, com pés unidos e
bragos cruzados, sendo a leitura realizada imediatamente apds uma expiracdo normal. O
perimetro da cintura (PC) foi obtido na mesma linha da cicatriz umbilical o perimetro do quadril
(PQ) foi mensurado entorno dos quadris, no nivel de maior protuberancia dos gluteos. As
medidas antropométricas foram obtidas em triplicada, utilizando a mediana para avaliacao.
Todo o protocolo foi realizado por um antropometrista treinado, seguindo os procedimentos
estabelecidos pela sociedade internacional de avango em cineantropometria (Stewart et al.,
2011).

O indice de massa corporal (IMC) foi obtido por meio da relagdo entre a massa corporal
e o quadrado da estatura e classificado conforme os pontos de corte da Organizagdo Mundial
da Saade para adultos (WHO, 1997). A relagdo entre os perimetros da cintura e do quadril
(RCQ) foi obtida por meio da relagdo entre o PC e PQ e classificados entre os sexos (Bray e
Gray, 1988). As medidas de composigao corporal foram obtidas ap6s a realizagao do exame de
bioimpedancia por meio da leitura no Software Tanita Healthy Edge (Tanita®, Versao 2.13.2).

Foram obtidos o percentual de gordura (%) e a massa muscular (kg) total.

5.7 Monitoramento do consumo alimentar e nivel de atividade fisica

Para a avaliagdo e caracterizagdo do perfil alimentar e monitoramento do consumo
habitual dos voluntarios durante o periodo de 8 semanas do experimento foi utilizado o registro
alimentar de 24h (RA24) (Fisberg et al., 2009). O seu preenchimento foi realizado em
formulario proprio, por trés dias ndo consecutivos, incluindo um dia de final de semana; durante
a primeira e oitava semanas de estudo (APENDICE D). O voluntario foi orientado a registrar
todo o alimento e bebida ingeridos, incluindo quantidade / volume em medidas caseiras e
horarios / local de realizacdo das refeicdes. Apods o registro de cada dia, o voluntario foi
orientado a encaminhar as anotagdes via aplicativo de telefone para os pesquisadores do estudo.
Os erros de preenchimento ou duvidas sobre o preenchimento foram corrigidos em contato com
os voluntarios. Os RA24 foram quantificados com auxilio do software online (Ingrediente

Solugao em Nutri¢ao©) e obtidos os valores de energia (kcal), macronutrientes (proteinas
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totais; carboidratos totais; lipideos totais; dcidos graxos poli-insaturados; acidos graxos
monoinsaturados; dcidos graxos saturados e fibras totais).

O nivel de atividade fisica foi avaliado em T1, por meio de um recordatorio das
atividades fisicas realizadas na semana anterior a coleta de dados e aplicacao do Questionario
Internacional de Atividade Fisica (International Physical Activity Questionnaire-IPAQ) versao
curta (ANEXO C), traduzido e validado para a populacdo brasileira (Ainsworth et al., 2000;
Pardini et al., 2001). O nivel de atividade fisica dos voluntarios foi monitorado nos tempos T1
e T3, com a avaliagdo indireta do consumo maximo de oxigénio (VO,max) obtida com auxilio
de um monitor de frequéncia cardiaca (Polar®, modelo RCX5). O teste para avaliagao do
VO,max foi aplicado com o voluntirio em repouso, € com o sensor de monitoramento da
frequéncia cardiaca ajustado no peitoral. O teste € uma fungao pré-programada do monitor de
frequéncia cardiaca iniciada apos a inser¢ao dos dados de idade, sexo, altura e peso. O
voluntario permaneceu sentado, com as costas eretas, em repouso, € em siléncio por um periodo
de 5 minutos de avaliagdo. Nesse intervalo foi anotado também a menor frequéncia cardiaca
observada. Ao final das avali¢cdes realizadas em repouso, foi avaliada a for¢a de preensao
palmar (FPP), com auxilio de um dinamdémetro manual hidraulico (Sachan®, modelo SH5001).
O teste foi realizado na mao dominante, com o individuo sentado, pés apoiados no chio, com
o braco junto ao térax, cotovelo fletido a 90° sem estar apoiado. A tomada da medida foi feita
em triplicata, com intervalo de 1 minuto entre as medidas, e considerada a medida de maior

valor para o resultado (Cruz-Jentoft et al., 2019).

5.8 Dosagens plasmaticas e indices bioquimicos

Os individuos tiveram amostras de sangue periférico coletados nos periodos de T1 e T3
do estudo. As coletas foram feitas mediante jejum de 12 horas, ndo consumo de alcool no dia
anterior e periodo de 72 horas anteriores sem realizagdo de atividades fisicas intensas. A coleta
de sangue foi realizada por um profissional e dentro das dependéncias do Laboratério de
Analises Clinicas do HU-UFJF. Foram obtidas quantidades de sangue suficientes para as
analises realizadas no proprio laboratorio (seguindo os protocolos da prépria institui¢ao).
Adicionalmente foi solicitado que os profissionais do laboratério colhessem o volume de 9 mL
de sangue em tubo contendo anticoagulante heparina (sem gel separador) para as andlises
adicionais a serem realizadas. O sangue analisado no proprio laboratério foi destinado para

avaliacdo em jejum da glicemia; insulina; HbAI1C; triglicérides; HDL; aspartato
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aminotransferase (AST); alanina aminotransferase (ALT); Creatinina; hormonio estimulador
da tiroide (thyroid-stimulating hormone-TSH). Adicionalmente, a lipoproteina de baixa
densidade (Low-density lipoprotein - LDL) foi calculada por meio da equacdo de Friedwald
(Friedewald ef al., 1972) (APENDICE E). Também foram calculados o IAP ¢ os indices de
Castelli I e Castelli II. Foram avaliados também os valores do HOMA-IR e HOMA-B
(APENDICE E). A glicemia e a HbAlc foram classificadas conforme os pontos de corte da
Diretriz da Sociedade Brasileira de Diabetes (Cobas et al., 2023). Os resultados de HOMA-IR
foram considerados como resisténcia insulinica quando maiores que 2,71 (Sociedade Brasileira
De Diabetes, 2019). Para os valores de HOMA-B foi considerado normal quando entre 167 e
175 sendo, valores abaixo ou acima considerados como algum grau de disfun¢ao (Wallace et
al.,2004). O perfil lipidico foi classificado conforme os pontos de corte da Sociedade Brasileira
de Cardiologia (SBC, 2019). O indice de Castelli I foi considerado alterado quando acima de
5,1 para homens e 4,4 para mulheres, enquanto o Castelli II acima de 3,3 para homens ou 2,9
para mulheres (Azevedo et al., 2023). O IAP foi classificado como risco baixo quando menor
que 0,11, risco moderado entre 0,11 e 0,21 e risco aumentado acima de 0,21(Azevedo et al.,
2023). A concentragao de eritrocitos foi utilizada como um parametro indireto para avaliagao
da incorporagdo de dmega-3 uma vez que se correlacionam fortemente com o 103 (Harris,
2010).

O volume adicional de 9 mL de sangue foi protegido da exposi¢ao a luz imediatamente
apds a coleta até a centrifugagao. O plasma foi separado da série vermelha por meio de
centrifugacao (3000rpm por 10min). Apds a centrifugagdo, o tubo foi novamente protegido da
exposicao a luz e levado para aliquotagem em sala escura. Posteriormente com auxilio de uma
micropipeta, foram separadas aliquotas de plasma para dosagem do MDA armazenadas em
microtubo ambar e para dosagem das citocinas (TNFa, IFNy, IL4 e IL10) armazenadas em
microtubo transparente. Também foram coletados com auxilio de uma pipeta de Pasteur o
concentrado de hemécia em microtubo transparente para avaliagdo dos niveis de Omega-3 em
membrana eritrocitaria e calculo do indice de 6mega-3 (Fielding, 2017). Todas as amostras
foram armazenadas em ultra freezer a temperatura de -80°C para posterior analise dos
parametros citados. As analises de TNFa, IFNy, IL4, IL10 e MDA foram realizadas no
Laboratdrio de Imunotrombose do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFJF.

As dosagens de TNFaq, IL10, I[L4 e INFy foram feitas pela técnica de ELISA (Enzyme-
linked immunosorbent assay) no formato sanduiche, na qual dois anticorpos distintos sdo

utilizados para capturar o antigeno. O ensaio para determinacao de todas as citocinas seguiu os
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critérios do fabricante dos kits (R&D Systems, Mineédpolis, MN, EUA e Invitrogen
Corporation, Carlsbad, CA, USA).

Foram utilizadas placas de 96 pogos com capacidade de 50ul/pogo. As placas foram
cobertas com anticorpo de captura diluido em PBS (Saline Buffer Phosphate) e em seguida
incubadas por 18-24h (overnight), a 4°C. Em seguida, as placas foram lavadas 3 vezes com
solucdo de PBS + Tween20 e enxugadas com papel toalha. Para bloquear ligagdes ndo
especificas de cada anticorpo, foram colocados 25uL/pogo de solugao contendo BSA (Albumin
Bovine Serum) e PBS a 1% por 1 hora em temperatura ambiente. Apds este processo, as placas
foram novamente lavadas 3 vezes em PBS+Tween20. Os primeiros 16 pogos das placas foram
utilizados para curva padrdo e o branco e nos 48 pogos seguintes, foram adicionados 25uL de
amostra diluidas em PBS e as placas foram armazenadas em temperatura ambiente por mais
10-15 horas. A aspiracao do conteudo e lavagem com PBS+Tween20 foi novamente realizada
e em cada pogo foi adicionado Estreptavidina-HRP com posterior incubacdo em temperatura
ambiente por 20 min. Em seguida, as placas foram novamente lavadas e 25uL de solugdo de
H202-+tetrametilbenzidina foram adicionadas para posterior nova incubagdo, em temperatura
ambiente, sem incidéncia direta de luz, por até 1h até que os pogos atingissem coloragao
azulada. Apds este processo, a reacdo foi interrompida com 25ul.de HoSO4 e as placas foram
lidas em espectrofotdmetro ajustado para 450nm. Os resultados foram expressos em
picogramas/mL e todos os valores negativos foram considerados como zero, ou seja, sem
presenca de citocina por estarem indetectaveis.

O niveis de MDA foram utilizados como marcador de peroxidagdo lipidica. Para
analise amostras de plasma foram descongeladas até atingirem a temperatura de 37°C e cerca
de 1 mL de cada amostra foi misturado com 2 mL de acido tricloroacético a 15%, acido
tiobarbittrico a 0,375% e acido cloridrico 0,25 N e depois foi aquecido em banho seco por 15
minutos. Apos resfriamento, o precipitado foi processado por centrifuga a 1.000 g por 10
minutos. A absorvancia do sobrenadante foi medida a um comprimento de onda de 535 nm
utilizando um espectrofotémetro Milton Roy Spectronic 601 (Milton Roy, Ivyland, PA). A
concentracdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico foi determinada considerando o
coeficiente de absortividade molar do produto (E535 % 1,56 105 M1 cml), e os resultados sdao

expressos em nmol de MDA por litro.
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5.9 Analise Estatistica

A normalidade dos dados foi avaliada por meio do teste de Shapiro-Wilk. Para
caracterizacdo da amostra foram utilizados valores de média e desvio padrao (DP) para
variaveis paramétricas, mediana e intervalo interquartil (IIQ) para ndo paramétricas, além dos
valores minimo e méximo. As varidveis categoricas foram representadas em frequéncia
absoluta e relativa. A avaliacao da diferenca entre os resultados em ambos os tratamentos nos
periodos T1 (linha de base) e T3 (ap6s 8 semanas) foram avaliados por teste de ¢ de Student
para amostras pareadas (dados paramétricos) ou teste de Wilcoxon (dados nao paramétricos).
A diferenca dos resultados entre os tratamentos foi avaliada pelo teste # de Student para
amostras pareadas (dados paramétricos) ou teste de Mann-Whitney (dados nao paramétricos).
A correlacdo entre os marcadores de inflamagao subclinica com a concentracao de eritrocitos
foi analisada por meio da correlacdo de Spearman. As andlises estatisticas foram efetuadas por
meio do software SPSS® (versao 27.0; SPSS Inc., EUA). O nivel de significancia adotado para
os resultados foi de p>0,05.

6 RESULTADOS

Foram avaliados 24 individuos de ambos os sexos, idade entre 29 e 59 anos com excesso de
peso e resisténcia insulinica. O uso de metformina devidamente prescrita por um médico apds
diagnostico de diabetes ou pré-diabetes por pelo menos 6 meses foi utilizado como critério para
resisténcia insulinica, sendo que 83,3% dos voluntarios faziam uso exclusivo dessa medicacdo como
hipoglicemiante. A maioria dos individuos foram classificados com sobrepeso (54,2%) pela avaliacao
do IMC e todos apresentaram algum grau de risco relacionado ao perimetro abdominal, sendo 87,5%
com risco muito aumentado. Sobre o nivel de atividades fisica, 54,2% foram classificados como
sedentarios ou irregularmente ativos. Em relag@o as caracteristicas relacionada a resisténcia insulinica,
79,2% foram classificados com diabetes ou pré-diabetes pela avaliagdo da glicemia e 62,5% pela
avaliacdo da HbAlc. Todos os individuos apresentavam pelo menos uma alteragao nos parametros
avaliados (glicemia de jejum, HBA1C, HOMA-IR ou HOMA-B). As caracteristicas dos individuos
recrutados estdo apresentadas na Tabela 1 e 2.

Durante o recrutamento 25 voluntarios foram selecionados por meio dos critérios de
inclusdo. Contudo, 1 voluntario foi excluido do estudo devido a necessidade de inicio de nova

medicacdo para o DM2. Ao final, 12 individuos em cada um dos grupos completaram todo o
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protocolo do estudo. O fluxograma do recrutamento estd representado na Figura 4. Somente a
eructagdo com sabor de peixe foi o Unico efeito colateral relatado por um voluntario ao final do estudo.
Foram observados niveis de colesterol total e LDL maiores no grupo 6leo de peixe na linha de base.
Entretanto essa diferenca manteve-se ao final do tratamento e nenhuma diferenca foi observada nos
indices aterogénicos. Nao foram observadas nenhuma diferenca em todos os demais pardmetros
avaliados entre os grupos no inicio do estudo. Também ndo foram observadas diferencas no consumo
alimentar (Tabela 3) e nas variaveis relacionadas ao nivel de atividade fisica (VOomax € FPP) entre os
tempos T1 e T3 em ambos os grupos, indicando a manuten¢ao dos habitos durante a realizagdo do
estudo pelos voluntarios. A mediana(IIQ) do tempo de uso das capsulas ndo diferiu entre os grupos
sendo de 56,0(5,0) dias para o grupo OS e de 57(4,0) dias para o grupo OP. Nenhum dos tratamentos

demonstrou alteragdes nos marcadores de fungdo hepatica, renal ou tireoidiano avaliados (Tabela 4).

Voluntarios que preencheram o questionario de recrutamento divulgado (n = 196)

Nao atenderam aos critérios de inclusdo (n =
144)

\ 4

A 4

Selecionados para entrevista
online (n = 52)

Excluidos apds a entrevista (n = 27):
- Uso descontinuado de metformina (n =4) *
- Outro hipoglicemiante associado (n = 4) ®
- Uso continuo de AINES (n =4)
- Residiam em outra cidade (n=1) ¢
- Miltiplas medicagdes (n = 4) ¢
- Dois ou mais critérios associados (n = 4)e

\4

A 4

Incluidos no estudo (n = 25)

A 4

Nao seguiram o protocolo corretamente (n = 1)

v

Finalizaram o estudo (n = 24)

Figura 4. Fluxograma de sele¢do de voluntérios para o estudo

*Individuos que possuiam prescrigdo médica de metformina, mas interromperam o uso por conta propria ou a
medicagio foi suspensa pelo médico antes da entrevista online. ® Uso de hipoglicemiante associado 4 metformina,
exceto sulfoniluréias; “Individuos que residiam em outras cidades, sem possibilidade de deslocamento para os
encontros presenciais; ‘Uso de multiplas medicagdes que poderiam interferir nos resultados do estudo. ¢ Individuos
que desistiram de participar do estudo apds explicagdo do protocolo a ser seguido. AINES: Anti-inflamatorios ndo
esteroidais
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Tabela 1. Avaliacdo do tempo de tratamento ao final do estudo e da antropometria,

composicao corporal e nivel de atividade fisica na linha de base.

Oleo de soja (n=12) Oleo de peixe (n=12)
Variavel Média(DP) MedianalIQ) Min Msix Média(DP) Mediana(lIQ) Min Mix P
Tempo (dias) ~ 58,0(3,7)  56,0(50) 550 650 57822  57,0(4,0) 56,0 62,0 0,509
Idade (anos)®  50,8(8,1)  53,5(7,0) 29,0 58,0 49.2(6,9)  49,0(12,5) 39,0 59,0 0,385
Estatura (m)®  1,64(0,09)  1,63(0,11) 1,54 1,81  1,65(0,06) 1,64(0,09) 1,55 1,76 0,776"
Peso (kg) 79,6(10,2)  81,7(164) 62,7 946 83.4(10,1)  81,6(93) 72,2 1045 0370
IMC (kg/m?)®  29,6(2,4)  29,4(4,7) 264 334 30627  31,1(55 267 33,9 0,319

PC (cm)® 101,8(7,2)  102,1(13,6) 91,6 114,0 1034(7,1) 103,3(9,5) 92,0 119,1 0,581
RCQ® 1,0(0,6) 0,90,1) 08 3,0  090,1) 0,902 08 1,0 0,685
Gordura (%) 34,7(6,1)  37,709.2) 23,1 404 36,6(7,5) 38,0(11,6) 233 444 0326
MM (kg)* 52,2(9,5)  50,5(14,1) 38,6 67,6 53,0(10,0) 47,9(17,3) 433 71,7 0,977
FPP (kgf) 37,07,3)  350(14,5) 28,0 46,0 36009,1)  33,5(16,8) 28,0 52,0 0,728"

VO (Uminy® ~ 28,1(7,1)  25,5(11,0) 20,0 450  28.6(6,1)  28,0(6,0) 19,0 40,0 0,844

DP: Desvio padrio; I1Q: Intervalo interquartil IMC: Indice de Massa Corporal; PC: Perimetro da Cintura; RCQ:
Relagdo Cintura-Quadril; MM: Massa Muscular; FPP: Forga de Preensdo Palmar.

3Medidas com distribui¢io normal no grupo 6leo de soja; ®Medidas com distribuicio normal no grupo 6leo de
peixe; "Teste-t de Student para amostras independentes entre os tratamentos; “Teste U de Mann-Whitney entre
os tratamentos

Em relacao aos desfechos pesquisados, o tratamento de 8 semanas com o6leo de peixe
ndo promoveu nenhuma alteracdo nas varidveis antropométricas, composi¢cdo corporal,
bioquimicas, resisténcia insulinica ou nos indices aterogénicos avaliados (Tabela 4). Foi
observada uma redu¢do na concentracao de IFN-y no plasma apds o tratamento com o 6leo de
peixe e uma diferenca em relagdo ao grupo OS tanto no inicio quanto apds o tratamento. As
demais citocinas e o0 MDA plasmaticos ndo foram afetados pelos tratamento ou tempo do
experimento (Figura 3). Foi observada uma correlacio linear forte, positiva (r?=0,748) e
significativa (p=0,005) entre a concentracao de eritrocitos ¢ a IL10 no tempo T3 com a
suplementacdo de 6mega-3. Essa correlacdo apresentou coeficiente de determinagio (rs?) entre
essas variaveis foi de 56%. Nao foram observados mais correlagdes significativas entre as

concentragdes de eritrocitos e as demais citocinas analisadas (Tabela 5).
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Tabela 2. Caracterizagdo dos individuos recrutados em relagdo a antropometria, nivel de

atividade fisica, resisténcia insulinica e risco aterogénico no inicio do estudo

Classificacio n %
Indice de massa corporal Sobrepeso 13 54,20%
Obesidade 11 45,80%
Perimetro abdominal Risco aumentado 3 12,50%
Risco muito aumentado 21 87,50%
IPAQ Sedentario 9 37,50%
Irregularmente Ativo 4 16,70%
Ativo 8 33,30%
Muito Ativo 3 12,50%
Glicemia de jejum Normal 5 20,80%
Pré-diabetes 9 37,50%
Diabetes 10 41,70%
HbAIC Normal 9 37,50%
Pré-diabetes 7 29,20%
Diabetes 8 33,30%
HOMA-IR Normal 10 41,70%
Alterado 14 58,30%
HOMA-B Fungéo baixa 23 95,80%
Fungdo excessiva 1 4,20%
Colesterol Total Desejavel 12 50,00%
Limitrofe 6 25,00%
Alto 6 25,00%
LDL Desejavel 13 54,20%
Limitrofe 5 20,80%
Alto 4 16,70%
Muito alto 2 8,30%
HDL Risco alto 3 12,50%
Risco moderado 16 66,70%
Risco baixo 5 20,80%
Triglicérides Normal 15 62,50%
Alterado 9 37,50%
Castelli 1 Normal 17 70,80%
Alterado 7 29,20%
Castelli 2 Normal 17 70,80%
Alterado 7 29,20%
Indice aterogénico do plasma Risco intermediario 1 4,20%
Risco aumentado 23 95,80%

IPAQ: International physical activity questionnaire (questiondrio internacional de atividade fisica); HbA1C:
Hemoglobina Glicosilada; HOMA-IR: Homeostasis model assessment of insulin resistance (Modelo de avaliagdo
da homeostase de resisténcia a insulina); HOMA-B: Homeostasis model assessment of beta-cell function (Modelo
de avaliagdo da homeostase da fungdo das células B); HDL: High-density lipoprotein (Lipoproteina de alta

densidade); LDL: Low-density lipoprotein (Lipoproteina de baixa densidade);
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Tabela 3. Avaliacao do consumo alimentar e comparagdo em relagao ao tempo de tratamento e entre os diferentes tratamentos

Oleo de soja (n=12) Oleo de peixe (n=12)

Média(DP) Mediana(I1Q) Min Max pl Média(DP) Mediana(I1Q) Min Max )2, P2
Energia T1®  1861,9 5351 1923,1 7048 7754 24796 0,180° 1679,1 450,6 17603 7293 9653  2284,1 0,799% 0,420"
(kcal) T3*  1629,7 4845 1570,0 799,9 968,44 25376 1735,7 6744 154477 507,1 12349 3644,6 0,944*
Carboidratos ~ T1® 2323 73,3 236,3 90,1 115,7 3829 0,426* 217,1 88,3 2049 1749 104,6 3442 0,661% 0,680
(2) T3  208,5 61,3 191,0 101,1 139,5 318,1 202,8 61,5 187,8  123,1 122,1 297,6 0,833"
Proteinas T1® 87,5 31,7 91,7 36,9 30,6 138,1 0,094% 77,0 26,3 75,8 423 40,0 119,5  0,959% 0,429*
(2) T3? 70,1 20,4 71,3 40,3 41,2 98,9 79,4 45,9 68,0 30,9 44,5 211,1 0,888
Lipideos T1® 64,7 22,5 67,8 39,3 21,1 92,1 0,095¢ 55,6 18,8 52,0 26,7 30,4 94,0 0,721¥  0,336"
(2 T3? 57,2 20,8 54,8 34,3 27,3 96,6 67,5 41,8 63,4 20,8 34,1 185,8 0,778*
Carboidratos ~ T1%® 50,7 5,7 49,4 11,5 44,8 59,8 0,805% 50,3 11,0 52,3 19,1 34,0 67,9 0,822¢  0,918*
(%) T3® 51,2 53 50,6 9,1 43,5 58,6 49,8 10,5 46,8 17,3 34,7 68,0 0,702%
Proteinas T1® 18,5 2,4 18,6 4,5 14,7 22,1 0,463* 19,1 4,7 19,4 8,1 11,6 26,3 0,219  0,720%
(%) T3® 17,6 3,1 17,1 3,8 12,6 22,6 17,6 3,8 16,8 6,6 11,7 23,3 0,979*
Lipideos T1® 30,8 5,1 32,8 10,3 22,3 36,8 0,688¢ 30,6 9,4 27,7 12,3 20,5 51,9 0,637¢  0,951%
(%) T3® 31,3 4,5 31,3 6,5 24,7 40,1 32,4 7,6 33,3 13,7 20,3 42,0 0,695
AGMI T1e® 20,4 8,4 21,6 14,6 6,6 31,5 0,007%* 17,9 6,7 15,7 11,5 9,8 30,7 0,721¥  0,480%
(2 T3? 16,1 6,5 15,7 9,3 6,3 26,6 22,5 16,4 22,1 13,4 10,1 68,0 0,622*
AGPI T1%® 12,1 5,0 14,6 8,7 4,1 17,6 0,121% 8,7 3,5 8,3 53 4,2 14,8 0,575  0,086"
(2 T3 10,3 4,7 9,5 8,5 3,1 17,0 10,8 7,7 7,7 5,7 5,7 32,5 0,549*
AGS T1s® 22,1 9,1 21,2 14,1 7,6 37,0 0,646* 19,8 6,3 18,1 8,1 11,9 34,1 0,878* 0,521%
(2 T3 73,8 177,8 17,3 10,4 8,9 579,6 22,4 12,5 19,6 8,9 12,5 57,1 0,805*
Fibras T1® 23,0 10,1 20,5 13,5 11,3 43,1 0,569¢ 19,0 11,6 18,4 15,7 5,5 40,5 0,285%  0,425%
(2 T3 20,5 9,4 19,7 11,5 4,6 40,2 20,0 14,3 14,2 14,5 6,7 55,9 0,307*

DP: Desvio padrao; I1Q: Intervalo interquartil; Min: Valores minimos; Max: Valores Maximos; T: Tempo; T1: Linha de base; T3: Apds 8 semanas; AGMI: Acidos graxos
monoinsaturados; AGPI: Acidos graxos poli-insaturados; AGS: Acidos graxos saturados.

3Medidas com distribuigdo normal no grupo 6leo de soja; "Medidas com distribui¢io normal no grupo dleo de peixe; p/:Comparagio das variaveis entre os tempos T1 e T3;
p2: Comparagdo das varidveis entre os diferentes tratamentos; *Teste-t de Student para amostras independentes entre os tratamentos; “Teste U de Mann-Whitney entre os
tratamentos; *Teste-t para amostras pareadas; ¥Teste de Wilcoxon; *Diferenga estatistica (p<0,05)
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Tabela 4. Avaliagcdo das variaveis relacionadas a R, perfil lipidico, indices aterogénicos, fungao tireoidiana, hepatica e renal, citocinas e MDA

e comparacdo em relagdo ao tempo de tratamento e entre os diferentes tratamentos (Parte 1)

Oleo de soja (n=12)

Oleo de Peixe (n=12)

Média(DP) Mediana(I1Q) Min Max pl Média(DP) Mediana(I1Q) Min Max pl p2
Glicemia T1 121,6(28,8) 113,5(44,5) 92,0 181,0  0,071% 133,1(33,7) 129,5(41,5) 93,0 213,0  0,441¥ 0,378*
(mg/dL) T3? 114,1(19,4) 109,0(25,8) 93,0 159,0 133,5(52,8) 120,5(53,5) 90,0 283,0 0,402*
Insulina T1? 10,1(4,2) 9,9(6,7) 5,8 17,5 0,462¢ 14,2(13,1) 10,1(7,8) 6,4 54,1 0,657% 0,355*
(nU/mL) T3? 11,0(5,9) 9,9(11,4) 4,1 20,1 13,9(8,1) 11,7(8,7) 6,3 30,3 0,273*
HbA1C T1e® 6,1(0,6) 6,1(1,2) 52 7,2 0,614% 6,3(1,3) 6,0(1,8) 5,0 9,3 0,128¢ 0,590*
(%) T3 6,2(0,7) 6,0(1,0) 5,4 7,4 6,5(1,6) 6,1(2,3) 4,9 10,3 0,506
HOMALIR T1 3,1(2,0) 2,4(2,5) 1,4 7,6 0,875% 4,5(4,0) 3,2(2,1) 2,1 18,9 0,424% 0,204*
T3 3,2(2,1) 2,4(3,7) 0,9 7,7 4,3(2,3) 3,6(3,9) 1,6 8,6 0,238%
HOMA- T1 68,7(28,8) 67,4(35,6) 29,9 139,5  0,241% 87,0(67,8) 64,2(109,9) 22,4 2379 0477 0,404%
T3? 79,0(37,0) 70,4(54,7) 34,8 158,3 103,8(92,6) 80,3(96,9) 17,9 352,9 0,817*
CT T1 174,8(48,9) 186,5(60,0) 52,0 2420  0,074* 236,1(52,7) 244.,0(86,8) 133,0  300,0 0386 0,007*
(mg/dL) T3 193,1(26,6) 191,0(46,5) 162,0  240,0 245,8(43,6) 250,5(76,8) 1850 3120 0,002#
LDL T1e® 106,0(25,1) 107,5(42,0) 63,0 1350  0,170% 147,5(45,9) 159,5(66,3) 70,0 217,0  0,725¢  0,012*
(mg/dL) T3 112,6(30,3) 105,0(60,5) 70,0 158,0 150,6(42,7) 151,0(46,0) 80,0 236,0 0,020%
HDL T1e® 47,0(11,0) 47,0(14,8) 29,0 66,0 0,403¢ 54,6(12,5) 52,0(17,8) 33,0 79,0 0,198¢ 0,129*
(mg/dL) T3 48,8(13,4) 45,5(23.,3) 28,0 67,0 57,3(13,6) 57,0(18,5) 33,0 81,0 0,133%

DP: Desvio padrao; I1Q: Intervalo interquartil; Min: Valores minimos; Max: Valores Maximos; T: Tempo; T1: Linha de base; T3: Apds 8 semanas; HbA1C: Hemoglobina
Glicosilada; HOMA-IR: Homeostasis model assessment of insulin resistance (Modelo de avaliagdo da homeostase de resisténcia a insulina); HOMA-B: Homeostasis model
assessment of beta-cell function (Modelo de avaliagdo da homeostase da func¢do das células B); CT: Colesterol total; HDL: High-density lipoprotein (Lipoproteina de alta
densidade); LDL: Low-density lipoprotein (Lipoproteina de baixa densidade); TG: Triglicérides; IAP: Indice aterogénico do plasma; AST: Aspartato aminotransferase; ALT:

Alanina aminotransferase;

*Medidas com distribui¢o normal no grupo 6leo de soja; "Medidas com distribui¢io normal no grupo dleo de peixe; pI/:Comparagio das variaveis entre os tempos T1 e T3;
p2: Comparagio das varidveis entre os diferentes tratamentos; “Teste-t de Student para amostras independentes entre os tratamentos; *Teste U de Mann-Whitney entre os
tratamentos; *Teste-t para amostras pareadas; *Teste de Wilcoxon; *Diferenca estatistica (p<0,05)
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Tabela 4. Avaliacao das varidveis relacionadas a RI, perfil lipidico, indices aterogénicos, fungdo tireoidiana, hepatica e renal, citocinas e MDA

e comparacao em relacao ao tempo de tratamento e entre os diferentes tratamentos (Parte 2)

Oleo de soja (n=12)

Oleo de Peixe (n=12)

Média (DP) Mediana (I1Q) Min Max pl Média (DP) Mediana (IIQ) Min Max pl p2
TG T1? 150,2(60,2) 145,5(96,3) 66,0 2590 0,867 170,6(110,3) 134,0(112,3) 83,0 481,0  0,838*  0,908"
(mg/dL) T3 152,6(42,0) 160,5(69,0) 85,0 2240 189,6(124,1) 163,0(201,8) 63,0  481,0 0,345%
Castelli 1 Tl 4,0(1,5) 4,1(1,3) 0,8 7,3 0,219* 4.4(1,1) 4,2(1,0) 2,9 6,7 0,945 0,423%
T3® 4,3(1,4) 4,1(2,3) 2,5 7,4 4,4(1,0) 4,0(1,7) 3,0 6,3 0,746"
Castelli 2 T1%® 2,4(1,0) 2,5(1,2) 1,0 4,7 0,539* 2,7(0,8) 2,6(0,9) 1,5 4,8 0,922 0,444%
T3® 2,5(1,3) 2,2(2,1) 1,0 5,1 2,7(0,8) 2,5(1,2) 1,6 4,5 0,712%
AP T1? 0,5(0,2) 0,4(0,3) 0,1 0,9 0,779* 0,4(0,3) 0,4(0,2) 0,2 1,2 0,894%¥  0,285"
T3® 0,5(0,2) 0,5(0,2) 0,2 0,8 0,5(0,3) 0,4(0,4) 0,0 1,2 0,679*
TSH T1? 2,0(1,1) 2,0(1,9) 0,5 3,9 0,388* 2,2(3,0) 1,5(1,3) 0,1 11,5 0,374¢  0,273%
(nU/mL) T3 2,2(1,8) 1,5(2,2) 0,7 7,0 2,3(2,9) 1,6(0,9) 0,4 11,5 0,773*
AST T1? 23,7(6,6) 21,0(12,5) 17,0 36,0 0,126* 43,3(57,1) 25,0(11,3) 21,0 2240 0,593  0,082"
(U/L) T3 27,4(12,1) 23,0(7,3) 17,0 60,0 43,3(51,0) 26,0(16,8) 20,0  203,0 0,111*
ALT T1 20,2(8,3) 18,0(6,3) 11,0 40,0 0,329¥ 50,7(78,4) 26,0(16,5) 19,0 298,0  0,929%  0,400"
(U/L) T3 22,4(9,4) 20,5(16,3) 10,0 40,0 52,3(63,9) 27,0(36,3) 12,0 2430 0,069*
Creatinina T1%® 0,84(0,20) 0,80(0,20) 0,50 1,30 0,726* 0,77(0,12) 0,80(0,25) 0,60 0,97 0,796¥  0,304%
(mg/dL) T3 0,85(0,16) 0,90(0,25) 0,60 1,10 0,83(0,12) 0,90(010) 0,60 0,99 0,652

DP: Desvio padrdo; I1Q: Intervalo interquartil; Min: Valores minimos; Max: Valores Maximos; T: Tempo; T1: Linha de base; T3: Apds 8 semanas; HbA1C: Hemoglobina
Glicosilada; HOMA-IR: Homeostasis model assessment of insulin resistance (Modelo de avaliagdo da homeostase de resisténcia a insulina); HOMA-B: Homeostasis model
assessment of beta-cell function (Modelo de avaliagdo da homeostase da fungdo das células ); CT: Colesterol total; HDL: High-density lipoprotein (Lipoproteina de alta
densidade); LDL: Low-density lipoprotein (Lipoproteina de baixa densidade); TG: Triglicérides; IAP: indice aterogénico do plasma; AST: Aspartato aminotransferase; ALT:

Alanina aminotransferase;

aMedidas com distribui¢do normal no grupo 6leo de soja; "Medidas com distribui¢io normal no grupo dleo de peixe; pI/:Comparagio das variaveis entre os tempos T1 e T3;
p2: Comparagdo das varidveis entre os diferentes tratamentos; “Teste-t de Student para amostras independentes entre os tratamentos; “Teste U de Mann-Whitney entre os
tratamentos; *Teste-t para amostras pareadas; *Teste de Wilcoxon; *Diferenca estatistica (p<0,05)
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Figura 5. Média (Erro padrao) dos marcadores de inflamagao subclinica e peroxidacao lipidica
#Teste-t de Student para amostras independentes; “Teste-t para amostras pareadas; *Diferenca estatistica (p>0,05)
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Tabela 5. Correlacao entre as concentracdes de eritrdcitos nos tratamentos e tempos analisados
com os marcadores de inflamac¢do subclinica.

Oleo de soja (n=12) Oleo de peixe (n=12)
T1 T3 T1 T3

TNFa I -0,497 -0,238 0,084 0,434
(ng/ml) P 0,101 0,457 0,795 0,159
IFNy I -0,460 0,168 -0,770 -0,176
(ng/ml) P 0,888 0,602 0,812 0,584

IL10 I 0,280 0,028 0,217 0,748¢
(ng/ml) )4 0,931 0,931 0,499 0,005%*

IL4 I -0,105 -0,438 0,336 0,252
(ng/ml) P 0,746 0,155 0,286 0,430

TNFa: Fator de necrose tumoral alfa (Tumor necrosis factor alpha); I[FNy: Interferon gamma; IL10: Interleucina
10; IL4: Interleucina 4.

rs:Coeficiente de correlacdo de Spearman; **Correlacdo significativa a nivel de p<0,01; °Coeficiente de
determinagdo (rs%) = 56%

7 DISCUSSAO

O presente estudo teve por objetivos avaliar o efeito da suplementacdo de 2,4g/dia de
omega-3 (EPA+DHA) por 8 semanas, na melhora de pardmetros inflamatorios e de RI. Para
isso, selecionamos uma populacdo de individuos com excesso de peso e RI que ja faziam uso
de medicacao hipoglicemiante. O protocolo proposto foi capaz de promover redugdo dos niveis
plasmaticos de IFNy, contudo, sem afetar os demais desfechos analisados principalmente
inflamagao subclinica e RI. Em adi¢do, também ndo observamos modificacao em caracteristicas
antropométricas e de composi¢ao corporal (que necessitariam de um balango calérico negativo

para ocorrerem).

A inflamacdo, embora seja um processo natural de defesa do organismo, necessita ser
regulada. Em eventual falha dos processos de regulacgdo, essa inflamagdo torna-se persistente e
cronica, levando a danos em tecidos e perpetuagcdo do sinal inflamatério. Nesse contexto, os
processos de resolucao da inflamacao sdo responsaveis pelo controle da homeostase no tecido
inflamado e sdo mediados pelos SPMs (Liu ef al., 2024; Shan et al., 2020). As resolvinas D1 e
D2 s3o alguns mediadores lipidicos derivados de DHA com efeitos anti-inflamatorios
modulando a ativagdo de células do sistema imune como os macrofagos, em especial pela
mudanca na polarizagao de M1 para M2 (Liu et al., 2024; Shan et al., 2020). Além disso, essas
resolvinas estimulam maior secre¢ao de IL10 em M2 e redugao de IFNy (Shan et al., 2020). A

reducdo dos niveis de IFNy observadas em nosso estudo pode indicar o inicio desse processo
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de resolucao da inflamagdo. O IFNy € uma citocina pro-inflamatédria também utilizada como
marcador do processo de polarizacdo dos macroéfagos M2 para o fendtipo M1 (Martinez e
Gordon, 2014). Embora nao tenha sido observado nenhuma modificacdo nos niveis de 1L4
(marcador do processo de polarizagdo de M1 para M2), a reducdo de IFNy pode indicar um
estimulo inicial para resolugdo da inflamagdo na qual acarretaria redugdo da populacao de
macrofagos M1 e consequente redugdo da producdo de citocinas inflamatorias no tecido
adiposo. No ensaio multicéntrico para preven¢ao de doengas cardiovasculares, PREDIMED,
conduzido com 280 individuos na populacao espanhola idosa, observou-se que o 6mega-3 na
membrana celular correlacionou-se negativamente com os niveis de IFNy (Muralidharan et al.,
2019). Stupin et al. (2020) avaliaram os efeitos do consumo de ovos de galinha enriquecidos
com 6mega-3 (1053mg/dia) em 19 individuos saudaveis durante 3 semanas. O tratamento
promoveu reducao dos niveis de IFNy e aumento de IL10. Entretanto, a suplementagao de
2g/dia de 6mega-3 por 4 semanas em individuos com hipertrigliceridemia no estudo de Krysiak
et al. (2011) ndo produziu o mesmo efeito tanto nos niveis de IFNy (e também TNFa), apesar
de promoverem reducdo dos TG. Embora os niveis de IFNy paregcam responder aos tratamentos
com 0mega-3, esses resultados ainda sdao conflitantes na literatura. Nosso ensaio clinico parece
ter sido o primeiro a demonstrar uma reducao significativa do IFNy em individuos com Rl e

excesso de peso.

O efeito anti-inflamatério do omega-3 se justifica também pela sua fungdo de
estabilizacdo da membrana celular e de sinalizagdo por meio do receptor GPR120, o que
promove ativagdo de receptores nucleares como os PPAR e consequente reducao de sinalizagdo
da via do NFkB resultando na reducao da produgao de citocinas em células como os macrofagos
(Qian et al., 2021). O tecido adiposo branco, principalmente o visceral, parece desempenhar
importante papel na RI e disfungdes metabdlicas. A inflamagao nesse tecido parece ter relagao
com a infiltragcdo e diferenciacdo de macrofagos no fendtipo M1. Nesse contexto, a perda de
peso parece fundamental para que ocorram melhoras no perfil inflamatdrio do individuo obeso
e consequentemente em suas comorbidades. Bakker e colaboradores nao observaram reducao
no peso ¢ IMC ou melhora em niveis séricos de insulina, glicose, IL6, IL10 ¢ TNFa em
mulheres com obesidade (IMC médio de 43kg/m2) apds intervencdo de 4 semanas com
suplementagdo de 3,36g de 6mega-3 associado a uma dieta de até 2000kcal (Bakker et al.,
2023). Embora as médias de TNFa (18,9pg/ml) fossem mais elevadas do que as observadas em
nosso estudo (5,1pg/ml), a perda de peso parece importante para que seja observada melhora

do estado inflamatorio. Nesse mesmo estudo, em uma amostra de sangue estimulada com LPS,
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foi observado aumento nos niveis de IL10 o que pode indicar um estimulo de resolugdo dessa
inflamagao, mas que dependeria de outros fatores para ser continuada. No ensaio clinico de
Kabir et al. (2007), os voluntarios apresentaram média de TNFa (5,5pg/ml) mais préximos das
observadas em nosso estudo. No referido estudo, a suplementagdao com 1,8g de dmega-3 por 2
semanas nao promoveu nenhum resultado nesse € em outros marcadores de inflamagao. Os
autores reforgam quanto a necessidade da reducdo da adiposidade para melhora do perfil
inflamatorio. Entretanto, devido a meia vida curta de algumas citocinas, esse efeito ndo seria
observado dentro do tempo proposto em alteragdes plasmaticas de citocinas como o TNFa por
exemplo (Levitsky et al., 2022). Embora seja muito aceito na literatura que a inflamagao
subclinica ¢ uma caracteristica presente em individuos com RI e excesso de peso, a avaliagdo
de marcadores como os utilizados em nosso estudo em nivel plasmatico pode ndo apresentar
diferencas em relagdo a individuos saudaveis. A comparacao dos niveis de citocinas entre 359
individuos com e sem RI (estimada por HOMA-IR) nao demonstrou diferencas nos niveis de
TNFa e IL10, mesmo que o grupo com RI apresentasse IMC maior (Bersch-Ferreira et al.,
2018). A manutengao de niveis mais altos de IL10 (descrito pelos autores) em ambos 0s grupos
pode ter colaborado pela manutengao de baixos valores de TNFa. Os valores dessas citocinas
sao similares ao observados em nosso estudo podendo indicar que, mesmo em estado de RI,
nossa populagdo apresentasse um estado inflamatdério mais préximo do basal, embora com
possiveis implicacdes clinicas a longo prazo. A relacdo observada entre a incorporacdo de
omega-3 e IL10 (citocina anti-inflamatoria), a redug¢ao do IFNy (possivelmente relacionada ao
processo de resolucdao da inflamagdo) e a manutengdo nos niveis de TNFa sugerem que os
voluntarios do nosso estudo estivessem em estado menos inflamatorio do que o possivelmente

observado em popula¢des com IMC mais elevado e maior nimero de comorbidades associadas.

Nao foi possivel dosar o 6mega-3 nos eritrocitos e calcular o 103 em nosso estudo.
Contudo, utilizamos os valores obtidos de hemacias como um parametro indireto uma vez que
se correlacionam fortemente com o 103 (Harris, 2010). Foi observada uma correlagdo forte,
positiva e significante (r=0,748; p=0,005) entre os niveis de hemécias e o IL10 no grupo 6leo
de peixe apos as 8 semanas. Essa correlacao ndo foi observada na linha de base, indicando que
a associacdo entre esses dois marcadores possa ter ocorrido em fun¢do de maior incorporagao
de 6mega-3 na membrana eritrocitaria dos voluntarios ap6s o protocolo do estudo. Além disso,
a IL10 ¢ uma importante citocina no processo de resolucao da inflamagdo, essa correlagao
também pode indicar possiveis efeitos relacionados com as SPSs. Um estudo com

camundongos observou elevagao do 103 a niveis cardioprotetores associado ao aumento nas
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concentracdes de resolvina D1 uma dieta rica em EPA e DHA (Biirgin-Maunder et al., 2016).
Entretanto, sabemos que a correlagdo direta do 103 dos nossos voluntarios com as citocinas

analisadas ainda ¢ essencial para atestar quanto a esses efeitos anti-inflamatdrios.

O recrutamento da nossa amostra com RI foi realizado adotando-se como critério o
uso da metformina por pelo menos 6 meses antes do inicio do estudo e devidamente prescrita
por um profissional médico. Além dos ja conhecidos efeitos na reducdo da RI, sendo utilizada
em muitos casos como primeira linha de tratamento no DM2, essa medicagao possui efeitos
anti-inflamatorios em nivel de produgdo de citocinas, como a reducdo de IFNy e TNFa e
aumento de IL10 e IL4 em macréfagos. Além disso, promovem melhora do estresse oxidativo
por meio da redugdo da acao da de enzimas como a COX2 (Bharath e Nikolajczyk, 2021; Hyun
et al., 2013). Nesse contexto, € possivel que os pacientes do presente estudo tenham iniciado o
protocolo em um estado de inflamagdo subclinica e RI menor do que o esperado para essa

populagao.

A suplementagdo com dmega-3 em nosso estudo mantiveram estaveis os niveis de
MDA durante as 8 semanas. Tais resultados sdo positivos considerando que a literatura sobre
os efeitos do 6mega-3 na peroxidagdo lipidica sdo controversos. A peroxidacdo lipidica ¢ um
processo pelo qual as ERO capturam elétrons de moléculas lipidicas nas membranas celulares
(Heshmati et al., 2019). O MDA ¢ o produto desse processo originado a partir da quebra dos
Omega-6 na membrana celular. Seus niveis elevados em condigdes metabolicas como o DM2,
demonstram sua importancias nos processos de RI (Heshmati et al., 2019). Ishihara et al. (2019)
em meta-analise, avaliaram 25 ensaios clinicos sobre o efeito da suplementacao de dmega-3 em
diversas populagdes sobre os niveis de MDA. Embora os autores tenham concluido que o
Omega-3 exerca efeitos positivos no MDA em populagdes com DM2, diversos estudos sem
resultados ou que demonstraram aumento no MDA foram identificados. Pooya et al. (2010)
suplementaram durante 2 meses com 2714mg/dia de 6mega-3 (EPA+DHA) individuos com
DM?2 (n=40) e ndo observarem nenhum resultado nos niveis de MDA. Entretanto, Jazayery et
al. (2012) suplementando uma pequena dose de dmega-3 por 8 semanas (500mg de EPA/dia)
identificaram aumento significativo no MDA em individuos com DM2. Por possuirem maior
numero de duplas ligacdes, os AGPI seriam mais susceptiveis a peroxidagdo (Pooya et al.,
2010). Embora parega exercer importante papel na melhora da inflamagao, os resultados no EO,

sobretudo nos niveis de MDA necessitam de mais estudos.

A melhora da RI com a suplementagdao de 6mega-3 ¢ um assunto controverso na

literatura. Tais resultados conflitantes podem ser devido aos diferentes protocolos de
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tratamento, heterogeneidade das populacdes nos diversos estudos e, principalmente, do modo
como a doenca se manifesta com as mais variadas complicagdes metabolicas (Brown et al.,
2019; Gao et al., 2020). Entretanto, varios estudos colaboram com resultados clinicos
favoraveis no DM2. Em uma coorte com 65147 participantes, os niveis plasmaticos de 6mega-
3 (principalmente EPA e DHA) foram associados a menor incidéncia de DM2 principalmente
em individuos com IMC> 30kg/m? (Qian et al., 2021). Em ensaio clinico pré/pos realizado com
32 individuos com DM2, excesso de peso (IMC médio de 31,97kg/m?) e hipertrigliceridemia,
a suplementacao por 8 semanas com 2,4g de 6mega-3 promoveu reducdo do HOMA-IR (Souza
et al., 2020). Estudos com tempo maior de intervencdo demonstram resultados ainda mais
consistentes no DM2. Um protocolo duplo-cego, randomizado e placebo controlado com
suplementagdo de dleo de peixe rico em DHA (980mg/dia por 12 semanas) em individuos com
obesidade abdominal e DM2 demonstrou reduc¢ao significativa na insulina e no HOMA-IR, mas
ndo na glicemia de jejum (Abbott et al., 2020). Em outro estudo clinico randomizado, duplo-
cego e controlado por placebo com tempo similar de tratamento (3 meses), a suplementagdo de
2g de EPA em 32 individuos com DM2 e sobrepeso promoveu reducao significante da glicemia
em jejum, insulina, HbAlc e HOMA-IR, quando comparado ao grupo placebo (Sarbolouki ef
al., 2013).

Contudo, a grande variedade entre os protocolos clinicos ainda deixa duvida quanto
aos possiveis efeitos clinicos da suplementagcdo de 6mega-3 no DM2. Em meta-analise Brown
et al. (2019), analisaram 66 estudos com suplementacao de dmega-3 e seus resultados sugerem
que doses maiores que 4,4g/dia podem acarretar em resultados negativos no controle do DM2
(sobretudo em niveis de HbAI1C, HOMA-IR e GJ) e que doses menores que 4,4g/d
promoveriam pouco ou nenhum efeito. Além disso, o tempo de tratamento nao faria diferenca
para obtencao de melhores resultados. Entretanto, os autores sao cuidadosos em afirmar que
ndo ¢ possivel atribuir nenhum efeito negativo unicamente pela suplementacdo de dmega-3 nos
estudos analisados. Em outra revisdo, publicada na base de dados da Cochrane, a analise de 15
ensaios clinicos (totalizando 848 individuos) demonstrou que a suplementacao com dmega-3
nado promoveu melhora na HbA1C e GJ em individuos com DM2 (Hartweg et al., 2008). Em
um estudo prospectivo (Women's Health Study), a avaliagdo do consumo diario de 6mega-3
marinho (EPA+DHA) de 36328 mulheres (acompanhadas por um periodo de 12,4 anos)
demonstrou que a ingestao habitual média de 0,2g/dia aumentou o risco de desenvolvimento de

DM2 (Djoussé et al., 2011).
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Mostad et al. (2006) realizaram um ensaio clinico, controlado e duplo-cego com
suplementag¢do de 17,6ml de dleo de peixe (5,9g de 6mega-3) em 26 individuos com DM2
durante 9 semanas. O ndo uso de insulina como terapia e a auséncia de hipertrigliceridemia
foram usados como critérios de inclusdo. Foi observado que o tratamento promoveu um
aumento moderado da glicemia e redugdo da sensibilidade a insulina (medida por meio do
peptideo C e de clamp euglicémico-hiperinsulinémico). Os autores destacam a relevancia do
Odmega-3 no tratamento da hipertrigliceridemia e que a melhora dessa condi¢do geralmente
acompanha melhora nos marcadores de RI. Contudo, em individuos com TG normais, mesmo
com DM2, essa suplementacao deve ser desencorajada. Similarmente, em ensaio clinico,
controlado e duplo cego, Kabir et al. (2007) avaliaram a suplementagdo por 2 semanas de 1,8g
de 6mega-3 em mulheres com DM2, excesso de peso (IMC entre 27 e 40kg/m?) e sem
hipertrigliceridemia. Embora as voluntérias tenham iniciado j& com niveis normais de TG, foi
observado melhora nesse parametro, porém, sem alteragdes na GJ, HbAlc, HOMA-3, HOMA-
IR ou no clamp euglicémico-hiperinsulinémico. Em nosso trabalho, a manutengao das medidas
antropométricas pode ter colaborado com os resultados observados na RI, uma vez que a perda
de peso ¢ uma recomendacao de tratamento no DM2. Além disso, apesar da maior parte dos
nossos voluntarios apresentaram alteracoes na GJ (n=19) e HbA1C (n=16), somente 9
individuos apresentaram hipertrigliceridemia. A melhora dos niveis elevados de TG parecem
exercer importante papel na melhora da RI, relacionada a suplementacdo de dmega-3 e a
normalidade desse parametros na maioria da nossa amostra pode ter colaborado para a

manutenc¢ado dos resultados apds o tratamento.

O grande numero (em quantidade e variedade) de estudos com resultados conflitantes
deixa claro os questionamentos sobre os beneficios da suplementacdo de 6mega-3 no DM2.
Contudo, todos os estudos citados com resultados desfavoraveis reforcam de algum modo que
os achados ndo incentivam a proibi¢do do consumo de dmega-3 ou mesmo descartam seus
importantes efeitos na saide como na preven¢do de eventos cardiovasculares, principalmente
nareducao de TG (Brown et al., 2019; Djoussé et al., 2011; Gao et al., 2020; Kabir et al., 2007;
Mostad et al., 2006). O consumo em quantidades acima das recomendadas com tempo de
tratamento insuficiente ou muito acima da média da literatura parecem ser determinantes para
esses resultados desfavoraveis na RI ¢ DM2. Todos os autores reforcam a necessidade de
estudos continuos para melhor compreensdo dos efeitos da suplementagdo de 6mega-3 na

clinica do DM2 (Brown et al., 2019; Kabir et al., 2007; Mostad et al., 2006).
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Outras caracteristicas dos nossos voluntarios podem ter contribuido para auséncia de
resultados na RI. Alguns individuos j& apresentavam normalidade da glicemia de jejum (n=5),
HbA1C (n=9) e HOMA-IR (n=10) na linha de base do estudo provavelmente em decorréncia
ja do uso de medicagdo hipoglicemiante. Somente 0 HOMA-B foi o parametro que estava
alterado em todos os voluntarios desde o inicio do estudo. Contudo, este pardmetro por sua vez
ndo ¢ utilizado como padrdo para diagndstico e monitoramento do pré-diabetes ou RI. Além
disso, o tempo de intervencao (8 semanas) pode ter sido insuficiente para avaliacdo da HbA1C
por exemplo (Liu et al., 2022). A maioria dos estudos que demonstraram melhora de varidveis
relacionadas a RI utilizaram critérios de inclusao baseado no diagnostico de DM2 como
glicemia de jejum >100 mg/dL ¢ HbAIC > 7% ou confirmagdo médica de diagnostico da

doenga (Burhop et al., 2022; Souza et al., 2020; Werida ef al., 2023).

Nao observamos alteragdes no perfil lipidico ou indices aterogénicos analisados. Os
resultados no perfil lipidico, principalmente em relagdo ao TG (consequentemente do IAP), sdo
bem observados em individuos com ou sem hipertrigliceridemia, embora essa seja uma
condic¢do de saude na qual a suplementagao de 6mega-3 ¢ recomendada (Ballantyne et al., 2012;
Bays et al., 2011; Kastelein ef al., 2014). Os trabalhos de Souza et al. (2020) (32 individuos
suplementados com 2,4g de 6mega-3 por 8 semanas) e Mazaherioun et al. (2018) (44 individuos
suplementados com 2,7g de dmega-3 por 10 semanas) compartilham resultados semelhantes
em individuos com DM2 e excesso de peso na reducao de TG e IAP. No entanto, em ambos os
estudos os voluntarios do tratamento com dmega-3 apresentavam médias elevadas de TG no
inicio do estudo (>200mg/dL e >300mg/dL respectivamente) em comparacdo com Nnossos
voluntarios (170,6mg/dL), o que pode ter colaborado com os resultados observados. Entretanto,
alguns resultados ainda sao conflitantes quando avaliam o efeito da suplementagdo de 6mega-
3 no perfil lipidico (Bhat et al., 2023). O ensaio clinico duplo-cego, randomizado e
multicéntrico STRENGTH (Study to Assess Statin Residual Risk with Epanova in High
Cardiovascular Risk Patients with Hypertriglyceridemia) ¢ um dos maiores estudos conduzidos
com a suplementagao de 6mega-3. Neste ensaio a suplementacao de 4g/dia de 6mega em 6539
individuos adultos com alto risco cardiovascular por um tempo maximo de 5 anos promoveu

aumento de LDL e HDL e nenhum beneficio cardiovascular (Nicholls ez al., 2020).

Os mecanismos para controle da RI com o dmega-3 dependem em grande parte da
melhora da inflamagao subclinica. Contudo, o controle da hipertrigliceridemia ¢ impactada pela
capacidade do 6mega-3 em reduzir a sintese hepatica de TG e aumentar a expressao e atividade

da lipoproteina lipase (LPL) e de receptores celulares como o PPAR, aumentando a captagao
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de acidos graxos livres para armazenamento e oxidacao nos tecidos periféricos (Backes et al.,
2016; Moon et al., 2022; Muralidharan et al., 2019). Embora a insulina exer¢a importante papel
ao induzir a expressdo e atividade da LPL, o controle dos niveis de TG parece ocorrer
independente da melhora da RI mesmo em pacientes com DM2 (Gao et al., 2020). Entretanto,
o impacto no 6mega-3 nas outras particulas lipidicas ainda ¢ controverso em especial sobre o
LDL. Doses de d6mega-3 acima das recomendacdes usuais (entre 4 e Sg/dia) além de
aumentarem a sintese de LDL (em parte pela capacidade do DHA promover a hidrolise de
moléculas de lipoproteina de densidade muito baixa), promoveriam maior peroxidagdo dessa
molécula (Backes et al., 2016; Pooya et al., 2010). Nesse contexto, a dose de 6mega-3 oferecida
em nosso estudo (2,4g/dia) foi segura em manter os niveis de LDL estaveis durante as 8 semanas
considerando que a maioria dos voluntérios apresentavam niveis limitrofes ou normais dessa

lipoproteina (n=18).

Acreditamos que nossa principal limitacao foi ndo ser possivel realizar o recrutamento
dos voluntarios com base em critérios clinicos para avaliagdo da RI em adultos, tendo nossa
amostra apresentado individuos com controle da maioria dos parametros analisados ja na linha
de base. O estado inflamatorio dos nossos voluntarios também poderia estar abaixo do esperado
para uma popula¢do com niveis inflamatdrios consideravelmente maiores. Desse modo, uma
amostra somente com individuos obesos e/ou com outras comorbidades associadas, poderiam
responder melhor aos efeitos anti-inflamatorios do dmega-3. Além disso, a inclusdao de um
grupo controle eutréfico de RI poderia colaborar para identificar um estado inflamatoério mais
exacerbado em nossos voluntarios. Também ndo completamos o nimero de individuos
determinado pelo nosso céalculo amostral (n=30), uma vez que a avaliagdo dos resultados
obtidos com nossas variaveis de desfecho primario ndo tenham apresentado diferenca estatistica
que justificassem o recrutamento de mais voluntarios além de que os dados indicaram que nossa
populacdo ndo apresentassem um grau elevado de inflamagao subclinica. Entretanto, tivemos o
cuidado de estabelecer uma dose de 6mega-3 (2,4g/dia) ja testada anteriormente protocolo
similar, porém com individuos com maior nimero de comorbidades (excesso de peso, DM2 e
hipertrigliceridemia) no estudo de Souza et al. (2020), no qual nao foram identificados nenhum
efeito colateral. Além disso, a dose utilizada em nosso estudo estava em acordo com a
recomendacdo da Sociedade Brasileira de Cardiologia para tratamento de hipertrigliceridemia
grave (2 a 4g/dia), unica recomendacao oficial brasileira para o tratamento de alguma patologia
atribuida ao 6mega-3 (Izar et al., 2021). Diferente de outros estudos que utilizaram substancias

inertes como glicerina ou 6leo mineral (que podem superestimar resultados observados com a
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suplementagdo de O6mega-3), utilizamos capsulas com o6leo de soja (produto amplamente
consumido na populagdo brasileira) com aparéncia e textura muito semelhantes as capsulas de

6leo de peixe, contribuindo para o bom cegamento e avaliagao final dos resultados.

Nosso estudo também parece ser um dos poucos a observar os efeitos do 6mega-3 na
reducdo do IFNy plasmatico em individuos com RI e excesso de peso. A andlise das demais
citocinas também foi de grande relevancia pois observamos que mesmo individuos com algum
grau de RI, ainda mantém esses marcadores em niveis similares ao observado em populacdes
saudaveis em outros estudos (Bersch-Ferreira et al., 2018; Kabir et al., 2007). Embora nao
existam doses seguras recomendadas especificamente para o tratamento do DM2, nosso
trabalho foi cuidadoso em monitorar o efeito do tratamento em marcadores da fun¢ao renal,
hepatica e tireoidiana, os quais ndo variaram durante o estudo. Além disso, a eructacdo no
grupo 6leo de peixe, foi o Unico efeito adverso relatado durante todo o estudo. Enquanto outras
medicagdes, sobretudo para o controle glicémico e do perfil lipidico (como metformina,
fibratos, estatinas, niacina e orlistat) apresentem interacdo medicamentosa e efeitos colaterais
bem relatados, o 06mega-3 tem se mostrado seguro dentro das doses recomendadas. Os
resultados na inflamagao de baixo grau observados no nosso € em outros estudos, demonstram
que a suplementacdo de 6mega-3 pode funcionar como terapia adjuvante em terapias que
tenham com alvo essas moléculas ¢ futuramente colaborar com o tratamento de condigdes como
a RI, dislipidemia e outros distarbios metabolicos. Contudo, quando discutimos nossos achados
comparando ao estado da arte literal, parece que o uso desse 6leo demonstra maiores efeitos
positivos quando o paciente se encontra num estagio mais avangado e descompensado da
doenga. Mais ensaios clinicos com populagdes mais inflamadas e/ou com grupo de controle sao
importante para melhor definicdo de tempo e dose necessarios para o tratamento, em especial,

da inflamacgao subclinica e RI com o dmega-3
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CONCLUSAO

A suplementacdo com Omega-3 promoveu melhora da inflamagdo subclinica com
reducdo dos niveis de IFNy nos individuos com excesso de peso e resistentes a insulina. Além
disso, foi observada correlagdo forte, positiva e significativa dos niveis de eritrocitos
(marcadores indiretos da incorporagao do 6mega-3) e IL10 ap6és o consumo de 6mega-3.
Entretando, ndo foram observadas alteracdes nos marcadores de RI. Estudos futuros em
populagcdes mais inflamadas (individuos com obesidade e/ou comorbidades associadas) e com
adocdo de um grupo controle eutréfico (com grau de inflamag¢ao menor) podem contribuir para
melhor conhecimento e eficacia do dmega-3 no tratamento da inflamacdo subclinica e de

doengas relacionadas como o DM2.
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ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

HOSPITAL UNIVERSITARIO DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos do HU-UFJF

NOME DO SERVICO DO PESQUISADOR

Pesquisador Responsavel: Claudio Teodoro de Souza
Endereco: Alameda Pdssaros da Pol6nia, 45, apto 1104

CEP: 30030-770 Juiz de Fora— MG Telefone: (32) 984181928
E-mail: claudio.t.desouza@gmail.com

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Sr. (a) estad sendo convidado (a) como voluntdrio (a) a participar da pesquisa
“Efeitos da suplementagdo de 6mega-3, associado ou ndo ao nivel de atividade fisica,
sobre pardmetros antropométricos, fisiolégicos, bioquimicos e moleculares em
individuos com sindrome metabdlica”. Este estudo busca analisar os efeitos do uso do
Omega-3, associado ao nivel de atividade fisica, sobre parametros inflamatodrios e de
acdo da insulina em uma intervencao duplo-cego e randomizada em individuos com
excesso de peso e resisténcia a insulina. O motivo que nos leva a estudar é a elevada
piora na qualidade de vida e os elevados riscos de mortalidade associados ao portador
de sindrome metabdlica (elevada circunferéncia abdominal, glicemia, hipertensao,
niveis de triglicerideos e ou baixos niveis de HDL). Apesar do grande avanco no
conhecimento acerca da fisiopatologia da sindrome metabdlica, a incidéncia e
prevaléncia continua a aumentar no Brasil e no mundo resultando em elevada morbi-
mortalidade. Nesse contexto, testar novas intervengdes parece ser de grande valia para
a qualidade de vida do individuo. Achados recentes tém mostrado que o 6mega 3, tém
potentes acbes anti-inflamatdrias e parece ter grande beneficio nas doencas
metabdlicas quando associado a maiores niveis de atividade fisica, pelo menos quando
testado em modelos animais.

Voluntdrios portadores de sindrome metabdlica serao divididos em tratamentos
gue poderdo envolver o consumo do 6mega-3 ou tratamento controle. Na primeira
visita, o voluntdrio assinard o TCLE, apds consentimento e concordancia e sera
submetido a avaliagdo nutricional, do nivel de atividade fisica, da qualidade de vida,
qgualidade do sono e funcionamento intestinal. Todos os voluntdrios terdo acesso,
durante todo o periodo da pesquisa, aos profissionais responsaveis para o devido
esclarecimento de duvidas. Na segunda visita o voluntario serd submetido a coleta de
sangue e receberd os as capsulas suficientes para trinta dias.

Durante a interveng¢dao o voluntario retornard ao HU apds 4 semanas para a
entrega de mais capsulas. Finalizadas as 8 semanas de intervengao, o voluntario sera
submetido aos mesmos testes iniciais. Durante o periodo experimental, os voluntarios
serdo orientados a permanecerem com seus habitos dietéticos e estilo de vida
regularmente. Ndo serd pedido qualquer alteracdo no padrao alimentar aos voluntdrios.
Os voluntarios que participarem do estudo terdo amostras de sangue coletado antes
(pré) e apds o inicio dos tratamentos (60 dias). As coletas serdo feitas mediante jejum
de 12 horas e 0 ndo consumo de alcool nas 72 horas anteriores para realizacdo e exames
laboratoriais. Ressalta-se que todo o material bioldgico (sangue) coletado, armazenado
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no biorrepositério e analisado estara expressamente vinculado somente a esse projeto
de pesquisa. Trata-se de um estudo de risco minimo, onde serdo realizadas todas as
avaliagées de forma nao invasiva e por profissionais treinados. Espera-se com essa
pesquisa demonstrar a associacao entre o consumo do 6mega 3 com a atividade fisica,
em portadores de SM com possiveis efeitos benéficos para reducdo de morbidade e
mortalidade nessa populagao, repercutindo na progressao da doenga e na melhoria da
qualidade de vida, visando modificar a histdria natural da doenca.

Para participar deste estudo vocé ndo tera nenhum custo, nem recebera
qgualquer vantagem financeira. Apesar disso, caso sejam identificados e comprovados
danos provenientes desta pesquisa, o Sr.(a) tem assegurado o direito a indenizacdo. O
Sr. (a) sera esclarecido (a) sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e estard livre
para participar ou recusar-se a participar. Podera retirar seu consentimento ou
interromper a participacdo a qualquer momento. A sua participacdo é voluntaria e a
recusa em participar ndo acarretara qualquer penalidade ou modificacdao na forma em
que o Sr. (a) é atendido (a) pelo pesquisador, que tratara a sua identidade com padrdes
profissionais de sigilo, atendendo a legislacdo brasileira (Resolugdo N2 466/12 do
Conselho Nacional de Saudde), utilizando as informacdes somente para os fins
académicos e cientificos.

Os resultados da pesquisa estardo a sua disposi¢cdo quando finalizada. Seu nome
ou o material que indique sua participacdo ndo sera liberado sem a sua permissdo. O(A)
Sr(a) ndo serd identificado(a) em nenhuma publicacdo que possa resultar deste estudo.
Os dados e instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador
responsavel por um periodo de 5 (cinco) anos, e apds esse tempo serao destruidos. Este
termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma
via serd arquivada pelo pesquisador responsavel, em seu escritério, cito Centro de
Biologia da Reproducdo (CBR) e a outra sera fornecida ao Sr.(a).

Ressalta-se que todo o protocolo do presente estudo zelara pela sua saude e
integridade, sendo prontamente informado sobre riscos e modificagdes do protocolo de
pesquisa que possam afetd-lo, principalmente se houver ajuste na condugao do estudo,
cronograma ou plano de trabalho. Para todos os procedimentos realizados serdo
seguidos todos os protocolos de biosseguranca do HU-UFJF.
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Eu, , portador do documento de
Identidade fui informado (a) dos objetivos do estudo “Efeitos
da suplementagdo de 6mega-3, associado ou ndo ao nivel de atividade fisica, sobre
pardmetros antropométricos, fisioldgicos, bioquimicos e moleculares em individuos com
sindrome metabdlica”, de maneira clara e detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que
a qualquer momento poderei solicitar novas informagées e modificar minha decisdo de
participar se assim o desejar.

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma via deste termo de
consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as
minhas duvidas.

Juiz de Fora, de de

Nome e assinatura do(a) participante

Data

Nome e assinatura do(a) pesquisador

Data

Nome e assinatura da testemunha

Data

Em caso de duvidas com respeito aos aspectos éticos deste estudo, vocé poderd
consultar o:

CEP HU-UFJF — Comité de Etica em Pesquisa HU-UFJF

Rua Catulo Breviglieri, s/n? - Bairro Santa Catarina

CEP.: 36036-110 - Juiz de Fora — MG

Telefone: 4009-5217
E-mail: cep.hu@ufjf.edu.br
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ANEXO B - PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

HU UFJF - HOSPITAL
g By UNIVERSITARIO DA CW@
' UNIVERSIDADE FEDERAL DE ¥ asil
JUIZ DE FORA - MG

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Efeitos da suplementagédo de 6mega-3, associado ou n&o ao treinamento fisico de alta
intensidade sobre parametros antropométricos, fisioldgicos, bioquimicos e moleculares
em pacientes com sindrome metabdlica

Pesquisador: Claudio Teodoro de Souza

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 35230620.5.0000.5133

Instituicao Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA UFJF

Patrocinador Principal: CONS NAC DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E TECNOLOGICO
Universidade Federal de Juiz de Fora UFJF
Financiamento Proprio
EMPRESA BRASILEIRA DE SERVICOS HOSPITALARES - EBSERH

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.731.228

Apresentacgio do Projeto:

Envio de emenda referente ao projeto "Efeitos da suplementacdo de 6mega-3, associado ou nao ao
treinamento fisico de alta intensidade sobre pardmetros antropométricos, fisiolégicos, bioquimicos e
moleculares em pacientes com sindrome metabdlica".

Objetivo da Pesquisa:
Os objetivos dopresenteprojeto sofreu algunas modificagdes que estao abaixo descritas.

1. Objetivos geral:

Versao aprovada do projeto:

Avaliar os efeitos de uma intervengao randomizada em individuos com sindrome
metabdlica tratados com édmega-3, associado ou ndo com treinamento fisico de alta
intensidade sobre pardmetros antropométricos, lipidicos, glicémicos, insulinémicos,
inflamatérios e estresse de reticulo séricos e celulares.

Enderego: Rua Catulo Breviglieri, s/n

Bairro: Santa Catarina CEP: 36.036-110
UF: MG Municipio: JUIZ DE FORA
Telefone: (32)4009-5217 E-mail: cep.hu@ufjf.edu.br
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Modificado para:

Avaliar os efeitos de uma intervencao randomizada em individuos com sindrome
metabdlica tratados com édmega-3, associado ou n&o ao protocolo de atividade fisica
remoto sobre parametros antropométricos, lipidicos, glicémicos, insulinémicos,
inflamatdrios, estresse de reticulo séricos e celulares e do microbioma intestinal.
2. Objetivos especificos:

Verséo aprovada do projeto:

* Avaliar os efeitos do 6mega-3 associado ou ndo com o HIT sobre medidas
antropométricas (estatura, massa corporal, perimetros corporais e dobras
cutaneas), composigéo corporal (gordura corporal € massa magra), indice de
massa corporal, relagao cintura-quadril de pacientes com SM;

* Avaliar os efeitos do 6mega-3 associado ou ndo com o HIT sobre o perfil lipidico
plasmatico (triglicerideo, colesterol total, HDLc, LDLc), indices de Castelli | e Il

e indice aterogénico plasmatico; perfil glicémico, biomarcadores de glicagéo e
sensibilidade a insulina (glicemia de jejum, insulina de jejum, hemoglobina
glicada, sensibilidade a insulina (HOMA), adiponectina e leptina); e nos niveis
séricos de PCR, Ureia, Creatinina, CK, TGO e TGP de pacientes com SM.

* Avaliar os efeitos do 6mega-3 associado ou ndo com o HIT sobre biomarcadores
pré e anti-inflamatérios (TNF, IL-1, IL-6, IL-10, IL-15, e MCP-1 plasmatico; e

JNK, pJNK, TLR4, pNFB p65, pIB, IB, Myd88, PIKK e IKK em extrato proteico

de células mononucleares — Western blot) de sangue periférico dos pacientes
com SM;

* Avaliar os efeitos do 6mega-3 associado ou ndo com o HIT sobre niveis
proteicos e fosforilagdo das moléculas biomarcadoras de estrese de reticulo
(PERK, pPERK, pIRE1, IRE1, XBP1, e as chaperonas —GRP78, GRP94, e
HSP90 em extrato proteico de células mononucleares) de sangue periférico dos
pacientes com SM.

* Avaliar a correlagdo da dose individualizada de 6mega-3 (mg de 6mega-3/kg de
massa corporal) na variagdo dos pardmetros avaliados em pacientes com SM.
Modificado para:

+ Avaliar os efeitos do 6mega-3 associado ou ndo ao protocolo de atividade

fisica remoto sobre medidas antropométricas (estatura, massa corporal,

Enderego: Rua Catulo Breviglieri, s/n

Bairro: Santa Catarina CEP: 36.036-110
UF: MG Municipio: JUIZ DE FORA
Telefone: (32)4009-5217 E-mail: cep.hu@ufjf.edu.br
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perimetros corporais e dobras cutaneas), composigao corporal (gordura
corporal e massa magra), indice de massa corporal, relagao cintura-quadril de
pacientes com SM;

+ Avaliar os efeitos do 6mega-3 associado ou ndo ao protocolo de atividade
fisica remoto sobre o perfil lipidico plasmatico (triglicerideo, colesterol total,
HDLc, LDLc), indices de Castelli | e Il e indice aterogénico plasmatico; perfil
glicémico, biomarcadores de glicagéo e sensibilidade a insulina (glicemia de
jejum, insulina de jejum, hemoglobina glicada, sensibilidade a insulina (HOMA),
adiponectina e leptina); e nos niveis séricos de PCR, Ureia, Creatinina, CK, TGO
e TGP de pacientes com SM.

* Avaliar os efeitos do 6mega-3 associado ou ndo ao protocolo de atividade
fisica remoto sobre biomarcadores pré e anti-inflamatérios (TNF, IL-1, IL-6,
IL-10, IL-15, e MCP-1 plasmatico; JNK, pJNK, TLR4, pNFB p65, pIB, IB,
Myd88, PIKK e IKK em extrato proteico de células mononucleares — Western
blot) de sangue periférico dos pacientes com SM;

+ Avaliar a correlagédo da dose individualizada de d6mega-3 (mg de dmega-3/kg de
massa corporal) na variagdo dos parametros avaliados em pacientes com SM.
* Avaliar os efeitos do 6mega-3 associado ou ndo ao protocolo de atividade
fisica remoto sobre as diversidades alfa e beta comparativamente entre os
grupos estudados, bem como os perfis taxonémicos e a abundéancia

relativa dos principais filos e géneros encontrados na microbiota intestinal

dos individuos estudados;

* Avaliar os efeitos do 6mega-3 associado ou ndo ao protocolo de atividade
fisica remoto sobre a relagdo entre concentragdo plasmatica de
lipopolissacarideo (LPS).

* Avaliar o perfil imunolégico através de imunofenotipagem por citometria

de fluxo

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Riscos:

Ressalta-se que os riscos envolvidos no estudo séo inerentes ao exercicio fisico proposto, porém
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para isso todos os pacientes serdo submetidos a testes cardioldgicos prévios conduzidos por um profissional
médico cardiologista, além de posteriormente serem avaliados por um profissional endocrinologista (ambos
médicos do corpo clinico do HU-UFJF). O aval clinico de ambos os profissionais sera necessario para a
realizacdo do protocolo de exercicios. Além disso, todos os pacientes submetidos ao protocolo de exercicios
serao acompanhados durante sua realizagao por uma equipe treinada para orientagdo da pratica correta do
exercicio, bem como para o atendimento emergencial se necessario. A suplementagdo do émega-3 ou do
placebo ndo implicam em riscos conhecidos, exceto por aqueles relacionados a possivel reacéo alérgica a
algum componente da formula. Nesta situac&o o voluntario serd excluido do estudo. Os riscos inerentes a
coleta de sangue, tais como dor, hematoma ou outro desconforto no local da coleta, serao minimizados uma
vez que as coletas serao realizadas por profissionais de setor especializado para tal. Dessa forma, justifica-
se que todo o protocolo do presente estudo zelara pela saude e integridade do voluntério, sendo 0 mesmo
prontamente informado sobre riscos € modificagbes do protocolo de pesquisa que possam afeta-lo,
principalmente se houver ajuste na condugdo do estudo, cronograma ou plano de trabalho.

Beneficios:

Ao final do estudo, sera garantido a todos os voluntarios que manifestarem interesse, 0 acompanhamento
no ambulatério de Nutricdo do HUUFJF, bem como acesso a conduta nutricional individualizada, além de
orientagdo por profissional educador fisico, quanto a pratica regular de exercicios fisicos. Por fim, todos os
voluntarios terdo acesso aos resultados dos testes e exames realizados ao final do estudo. Além disso,
aqueles identificados com necessidade de acompanhamento clinico receberdo encaminhamentos para os
servigos do HUUFJF.

Comentarios e Considerag6es sobre a Pesquisa:

Foi encaminhado ao CEP/HU/UFJ foi encaminhada emenda do estudo “Efeitos da suplementacéo de
O6mega-3, associado ou nao ao treinamento fisico de alta intensidade sobre pardmetros antropométricos,
fisiologicos, bioquimicos e moleculares em pacientes com sindrome metabdlica” que foi justificada com base
em
“O cenario mundial diante da pandemia de COVID-19, obriga que os projetos de pesquisa sejam adaptados
para que os voluntarios e pesquisadores ndo sejam expostos desnecessariamente a
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maiores riscos. Apesar disso, os pesquisadores entendem que as intervengdes propostas, pratica de
atividade fisica associada ao consumo de suplementos ricos em dmega-3, sejam benéficas em algum grau
para individuos obesos e diabéticos tipo 2. Diante disto, para que ambas intervenc¢des sejam viaveis no
atual cenario mundial, adaptag¢des acerca da atividade fisica inicialmente proposta serdo necessarias. Além
disso, pretendemos incluir analises metodolégicas de forma a explorar mais amplamente os resultados
acerca de tais intervengdes. Na tentativa de adequagédo da métodos empregados para o desenvolvimento
dos objetivos propostos no projeto de pesquisa aprovado pelo CEP identificamos as seguintes
possibilidades:

+ Substituir o exercicio intervalado de alta intensidade presencial para um protocolo de exercicios fisicos
remoto com supervisdo online de profissional de educagao fisica capacitado.

* Incluir analise de imunofenotipagem e do perfil da microbiota intestinal através de coleta fecal para
avaliagdo mais global dos individuos e dos tratamentos propostos.”

As demais modificacbes,objetivos, metodologia e resultados esperados foram encaminhados e analisados
para a elaboracao do presente parecer.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:
A presente emenda foi instruida com os seguintes termos de apresentagéo obrigatéria que foram apreciados
e analisados por este CEP/HU/UFJF para a elaboragéo do presente parecer.

PB_INFORMACOES BASICAS_1739766_E1.pdf
Emenda_CEP.pdf
Projeto CEP_HUUFJF_Projeto_Omega.pdf

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Aprovado.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento

Arquivo

Postagem

Autor

Situagao

Informacgoes

PB_INFORMACOES_BASICAS_173976

29/04/2021

Aceito
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Orcamento Currlculo_Lattes Wellington.PDF 02/10/2020 |Mario Flavio Cardoso| Aceito
14:56:31 | de Lima
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ANEXO C - QUESTIONARIO INTERNACIONAL DE ATIVIDADE FiSICA — VERSAO CURTA

Nome;: (Voluntario n°; ; Tratamento: )
Idade: Sexo: F ()M () Data: / /

Nés estamos interessados em saber que tipos de atividade fisica as pessoas fazem como parte do seu dia a dia. Este projeto
faz parte de um grande estudo que esta sendo feito em diferentes paises ao redor do mundo. Suas respostas nos ajudarao a
entender que tao ativos nés somos em relagao a pessoas de outros paises . As perguntas estao relacionadas ao tempo que
voceé gasta fazendo atividade fisica na ULTIMA semana. As perguntas incluem as atividades que vocé faz no trabalho , para
irde um lugar a outro , por lazer , por esporte , por exercicio ou como parte das suas atividades em casa ou no jardim. Suas
respostas sdo MUITO importantes . Por favor responda cada questao mesmo que considere que néo seja ativo. Obrigado
pela sua participagao!

Para responder as questdes lembre que:

> atividades fisicas VIGOROSAS sao aquelas que precisam de um grande esforco fisico e que fazem
respirar MUITO mais forte que o normal
> atividades fisicas MODERADAS s&o aquelas que precisam de algum esforgo fisico e que fazem respirar

UM POUCO mais forte que o normal

Para responder as perguntas pense somente nas atividades que vocé realiza por pelo menos 10 minutos continuos de
cada vez.

1a Em quantos dias da ultima semana vocé CAMINHOU por pelo menos 10 minutos continuos em casa ou no trabalho,
como forma de transporte para ir de um lugar para outro, por lazer, por prazer ou como forma de exercicio?

dias por SEMANA ( ) Nenhum

1b Nos dias em que vocé caminhou por pelo menos 10 minutos continuos quanto tempo no total vocé gastou
caminhando por dia?

horas: Minutos:

2a. Em quantos dias da ultima semana, vocé realizou atividades MODERADAS por pelo menos 10 minutos continuos, como
por exemplo pedalar leve na bicicleta, nadar, dancgar, fazer ginastica aerdbica leve, jogar volei recreativo, carregar pesos
leves , fazer servicos domésticos na casa, no quintal ou no jardim como varrer , aspirar , cuidar do jardim , ou qualquer
atividade que fez aumentar moderadamente sua respiragdo ou batimentos do coracdo (POR FAVOR NAO INCLUA
CAMINHADA)

dias por SEMANA () Nenhum

2b. Nos dias em que vocé fez essas atividades moderadas por pelo menos 10 minutos continuos, quanto tempo no total
vocé gastou fazendo essas atividades por dia?

horas: Minutos:

3a. Em quantos dias da ultima semana , vocé realizou atividades VIGOROSAS por pelo menos 10 minutos continuos , como
por exemplo correr , fazer ginastica aerdbica , jogar futebol , pedalar rapido na bicicleta , jogar basquete , fazer servigos
domeésticos pesados em casa, no quintal ou cavoucar no jardim, carregar pesos elevados ou qualquer atividade que fez
aumentar MUITO sua respiragao ou batimentos do coragao.

dias por SEMANA () Nenhum

3b. Nos dias em que vocé fez essas atividades vigorosas por pelo menos 10 minutos continuos quanto tempo no total
vocé gastou fazendo essas atividades por dia?

horas: Minutos:

Estas ultimas questdes sédo sobre o tempo que vocé permanece sentado todo dia, no trabalho, na escola ou faculdade , em
casa e durante seu tempo livre. Isto inclui o tempo sentado estudando , sentado enquanto descansa, fazendo licao de casa
visitando um amigo, lendo, sentado ou deitado assistindo TV. Nao inclua o tempo gasto sentando durante o transporte em
6nibus, trem, metrd ou carro.

4a. Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante um dia de semana
? horas: minutos

4b. Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante em um dia de final de semana
? horas: minutos



CLASSIFICAGAO DO NIVEL DE ATIVIDADE FiSICA IPAQ

1. MUITO ATIVO: aquele que cumpriu as recomendacgdes de:
a) VIGOROSA: > 5 dias/sem e > 30 minutos por sessao

b) VIGOROSA: > 3 dias/sem e > 20 minutos por sessdo + MODERADA e/ou CAMINHADA: > 5 dias/sem e > 30 minutos
por sessao.

2. ATIVO: aquele que cumpriu as recomendacgdes de:

a) VIGOROSA: > 3 dias/sem e > 20 minutos por sessio; ou

b) MODERADA ou CAMINHADA: > 5 dias/sem e > 30 minutos por sesséao; ou

c) Qualquer atividade somada: > 5 dias/sem e > 150 minutos/sem (caminhada + moderada + vigorosa).

3. IRREGULARMENTE ATIVO: aquele que realiza atividade fisica porém insuficiente para ser classificado como ativo pois
ndo cumpre as recomendacdes quanto a freqliéncia ou duragdo. Para realizar essa classificagdo soma-se a freqiiéncia e
a duragéo dos diferentes tipos de atividades (caminhada + moderada + vigorosa). Este grupo foi dividido em dois sub-
grupos de acordo com o cumprimento ou ndo de alguns dos critérios de recomendagao:

IRREGULARMENTE ATIVO A: aquele que atinge pelo menos um dos critérios da recomendagao quanto a frequiéncia ou
quanto a duragao da atividade:

a) Frequéncia: 5 dias /semana ou

b) Duragéo: 150 min / semana

IRREGULARMENTE ATIVO B: aquele que nao atingiu nenhum dos critérios da recomendagao quanto a freqiiéncia nem
quanto a duragao.

4. SEDENTARIO: aquele que ndo realizou nenhuma atividade fisica por pelo menos 10 minutos continuos durante a
semana.

Exemplos:
Individuos [Caminhada Moderada Vigorosa Classificagcao
F D F D F D
1 - - - - - - Sedentario
2 4 20 1 30 - - Irregularmente Ativo A
3 3 30 - - - - Irregularmente Ativo B
4 3 20 3 20 1 30 Ativo
5 5 45 - - - - Ativo
6 3 30 3 30 3 20 Muito Ativo
7 - - - - 5 30 Muito Ativo

F = Frequéncia — D = Duragao
CLASSIFICA;AO DO VOLUNTARIO(A)

( ) MUITO ATIVO
( ) ATIVO

( ) IRREGULARMENTE ATIVO A
( ) IRREGULARMENTE ATIVO B
( ) SEDENTARIO



APENDICE A - QUESTIONARIO DE AVALIACAO DO VOLUNTARIO

Nome: (Voluntario n®;

Sexo: F ()M ()

; Tratamento: ) Idade:

Data: / / Tempo:

ANTROPOMETRIA Braco D (%)

Peso : ; ; ( ) BragoD (kg) :

Estatura: ; ; ( ) Abdoémen (%)

PB : ; ; ( ) Abdémen (kg) :

PCT ; ; ( ) PemmaE (%)

PC ; ; ( ) PernaE(kg)

PA : ; ; ( ) Perna D (%) -

PQ ; ; ( ) PernaD(kg)
COMPOSIGAO CORPORAL FORCA

IMC (kg/m2) S Brago dominante: ( ) Esquerdo ( ) Direito
Gordura (%) L FPP : ; ; ( )
Gordura (kg) S

Massa Magra (kg) . PRESSAO ARTERIAL

Gordura Visceral L PAS:

Agua corporal (%) i PAD:

Agua Corporal (kg) L Pulso:

Massa muscular (kg)

Metabolismo Basal L TESTE POLAR (IPAQ:

Idade Metabdlica L VO2: ( )
BragoE (%) MAX PREVISTO:__

BragoE (kg) MENOR FREQUENCIA:

Observacgoes:




Sexo: F ()M ()

Data: / / Tempo:

ANTROPOMETRIA Brago D (%)

Peso : ; ; ( ) BragoD (kg) :

Estatura: ; ; ( ) Abdémen (%)

PB : ; ; ( ) Abdémen (kg) :

PCT ; ; ( ) Perna E (%) -

PC ; ; ( ) PernaE(kg)

PA : ; ; ( ) PernaD (%) o

PQ ; ; ( ) PernaD(kg)
COMPOSIGAO CORPORAL FORCA

IMC (kg/m2) S Braco dominante: ( ) Esquerdo ( ) Direito
Gordura (%) L FPP : ; ; ( )
Gordura (kg) S

Massa Magra (kg) . PRESSAO ARTERIAL

Gordura Visceral i PAS:

Agua corporal (%) S PAD:

Agua Corporal (kg) L Pulso:

Massa muscular (kg)

Metabolismo Basal o TESTE POLAR (IPAQ:

Idade Metabdlica L VO2: ( )
BragoE (%) MAX PREVISTO:

BragoE (kg) MENOR FREQUENCIA:

Observacgoes:




APENDICE B - ORIENTACOES PARA O EXAME DE SANGUE E O TESTE DE BIOIMPEDANCIA

rientacoes para o Exame de
Sangue e o Teste de
Bioimpedancia

o

" 4

Para a realizagdo do exame de sangue,
sera feita coleta de sangue por um
técnico treinado do Laboratdrio de

Analises Clinicas do HU-CAS

A bioimpedancia € uma forma de
avaliacao da composicao corporal,
rapida e indolor que sera feita pelos
pesquisadores.

Para realizagcao dos procedimentos
sera necessario que voceé:

Compareca em jejum de 12 horas
no dia do exame

N3ao tenha feito uso de anti-
inflamatérios nos ultimos 30 dias

Nao tenha feito atividade fisica e
consumido bebida alcoélica nas
ultimas 72h (3 dias)

Nao beba café no dia anterior ao
exame

Compareca de roupas leves e de
preferéncia, sem partes
metalicas.

LEVE UMA LISTA DE
MEDICAMENTOS EM USO
ATUALIZADA!




APENDICE C - ORIENTACOES PARA USO DA CAPSULA
Orientagao para o uso das capsulas

Voluntario(a): Data de inicio das capsulas: / /

Vocé esta recebendo capsulas suficientes para trinta (30) dias de consumo. A data para o recebimento de capsulas para
mais trinta dias ja estara agendada e o melhor modo de busca-las ou recebé-las ja combinada previamente com os
pesquisadores;

A dose diaria é de quatro (4) capsulas que devem ser consumidas preferencialmente no mesmo horario;

Vocé pode sentir um sabor/odor de peixe com o consumo das capsulas, isso € absolutamente normal. Contudo, essa
informagdo NAO DEVE SER REPASSADA AOS PESQUISADORES para garantir o cegamento do estudo;

Evite o uso de anti-inflamatérios e antibiéticos. Em caso de uso, avisar imediatamente aos pesquisadores para realizarmos
possiveis ajustes;

Nao sao previstos sintomas adversos com o consumo das capsulas. Contudo, qualquer desconforto gastrointestinal ou
sintomas de alergias, por favor comunique os pesquisadores;

Vocé esta recebendo junto com as capsulas trinta (30) papeis filtro. Todos os dias apds o0 consumo das capsulas vocé devera
soprar o papel e guardar na embalagem correspondente. Isso sera utilizado para avaliagdo do uso correto das capsulas;

Para auxiliar no planejamento dos proximos dias de coleta seguem as datas ja previamente acordadas para os proximos

encontros:
Entrega das préximas capsulas: / /
Coleta do exame de sangue e composigao corporal: / / (jejum de 12h)

Novamente agradecemos seu interesse em nos ajudar com esse estudo. Qualquer duvida entre em contato
imediatamente com os pesquisadores: (32) 99905-9005 (Marina); (31) 99109-1666 (Mario).



APENDICE B - ORIENTACOES PARA PREENCHIMENTO DO RA24H
REGISTRO ALIMENTAR

Este registro diario das refei¢cdes é feito com a finalidade de se obter conhecimentos sobre a alimentacgéo,
sendo estas informagdes de fundamental importancia, pois juntamente com outros dados irdo auxiliar na
sua avaliacao nutricional.

ORIENTAGCOES PARA PREENCHIMENTO:

> Anotar toda alimentacéo ingerida no periodo de trés (03) dias NAO CONSECUTIVOS sendo dois
dias durante a semana (de segunda a sexta) e um de final de semana (sabado ou domingo).

Exemplo: Segunda, quarta e sabado; Terga, quinta e domingo.

> Durante cada dia, anotar toda alimentagao, como o que ingeriu no café da manha, almogo e jantar.
Nao deixar de anotar grandes refeigdes, lanches intermediarios ou qualquer outro tipo de alimentos
ingeridos.

> Deve ser anotado o tipo e a quantidade do alimento ingerido:

Exemplo:

-Café da manha:

Banana — 1 unidade pequena

Leite — 1 xicara cheia

Acucar- 1 colher de sopa cheia.

Pao francés- 1 unidade ou meio pao.

Pé&o de forma — 1 ou mais fatias.
Margarina ou doce- informar a quantidade.

-Almoco: Arroz refogado (macarrao, batata, etc.)

Feijdo- 3 colheres de sopa.

Galinha cozida- 1 coxa grande + 1 peito pequeno

Salada crua — alface — 2 folhas + tomate — 1 unidade.

Sobremesa — 1 fruta (laranja) grande ou pequena ou 1 colher de gelatina, efc.

-Jantar ou qualquer tipo de lanche — anotar no esquema sugerido acima.
> Nao deixar de medir e anotar alimentos, como:

- acgucar (usado no café, sucos, refrescos, leite, café, etc.)
- 6leo, margarina, manteiga, (usado em paes, bolachas, frituras, saladas, etc.)

> Anotar se a preparacéao é cozida, frita ou assada. Com ou sem sal.

> Anotar a quantidade de liquidos tomados nas 24 horas ( café, leite, cha, sucos,refrescos -
informando a quantidade de frutas utilizadas para fazé-los, etc.).

> Nao deixe de anotar nenhuma das refeigbes, até mesmo as que forem feitas fora de casa (hospital,
restaurantes, casa de parentes e amigos, etc.).

> As frutas deverao ser classificadas como: pequena, média e grande ou fatia /rodelas — finas, médias,

grossa e assim por diante.

Qualquer duvida que surgir por favor entre em contato com a equipe de pesquisa:

(32) 99905-9005 (Marina);
(31) 99109-1666 (Mario).



REGISTRO ALIMENTAR
Nome: Data: / /

Dia da semana: ( )Segunda ( )Terca ( )Quarta ( )Quinta ( )Sexta ( )Sabado ( )Domingo

Refeigdo/hora | Alimento | Quantidade




APENDICE E - EQUACOES UTILIZADAS NO ESTUDO

Indice de Massa Corporal MC massa corporalyg
2 =
(WHO, 1998) kg/m (estaturam)z
Lipoproteina de baixa densidade TGmgaL
(Friedewald et al., 1972) LDLmgsar = (CTingyar = HDLingyar) — 5
Indice Aterogénico do Plasma AP =1 TGmg/aL
(Azevedo et al., 2023) = 108 HDLyg/aL
Indice de Castelli I Castelll, TGmgyarL
(Azevedo et al., 2023) e = HDLygrar
Indice de Castelli II Castelli. = LDLyg ar
(Azevedo et al., 2023) e = D Lng e

indice de 6mega 3

Total de Omegas Eritrécitario

(Fielding, 2017) [0megas = Total de Lipideos Eritrocitario
HOMA-IR I X G
HOMA,p = ]UI/mL ]mg/dL
(Wallace et al., 2004) 22,5
HOMA- 20 x 1
p HOMA, = ( ]UI/mL)
(Wallace et al., 2004) Glmgyar — 3,5




