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“(..)

Hoje me sinto mais forte
Mais feliz, quem sabe

So levo a certeza

De que muito pouco sei
Ou nada sei

(..)

T preciso amor

Pra poder pulsar

T preciso paz pra poder sorrir
£ preciso a chuva para florir

Todo mundo ama um dia
Todo mundo chora

Um dia a gente chega

T no outro vai embora

Cada um de nos compée a sua historia
F cada ser em si carrega o dom de ser capaz
De ser feliz

(...)”

(Tocando em Frente - Almir Sater)



RESUMO

EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE OLEO DE PEIXE SOBRE ENDOTOXEMIA
METABOLICA EM INDIVIDUOS COM EXCESSO DE PESO E RESISTENTES A
INSULINA: ESTUDO RANDOMIZADO, DUPLO-CEGO

Introducio: A obesidade e o diabetes mellitus tipo 2 sdo condi¢des cronicas de saude
intimamente relacionadas que tém alcancado proporgdes epidémicas em todo o mundo. A
resisténcia insulinica (RI), fomentada pela inflamagdo sistémica de baixo grau, tem sido
estudada como a conexao entre ambas as condigdes. A endotoxemia metabdlica, caracterizada
pelo aumento nos niveis circulantes de lipopolisacarideos de membranas de bactérias gram-
negativas, ¢ uma importante condi¢ao que contribui para o aumento do estado inflamatoério e
pode ser modulada por fatores relacionados ao estilo de vida. Nesse contexto, alimentos e
nutrientes com ag¢ao anti-inflamatéria como os acidos graxos dmega-3 parecem contribuir para
a melhora deste estado. Contudo, o efeito do seu consumo na endotoxemia em individuos com
excesso de peso e RI ainda precisa de maior esclarecimento. Objetivo: Avaliar os efeitos da
suplementagdo de o6leo de peixe rico em dacidos graxos poli-insaturados 6mega-3 sobre
parametros relacionados a endotoxemia metabdlica em individuos com excesso de peso e
resistentes a insulina. Métodos: Estudo randomizado, duplo-cego, controlado por placebo.
Individuos adultos de ambos os sexos, foram randomizados em dois grupos, para receber 4g de
oleo de peixe (2,4g de EPA+DHA) ou placebo (6leo de soja), por 8 semanas. Dados
relacionados a endotoxemia metabodlica (LBP), a inflamagao (TNF-a e IL-10), a RI (glicemia,
HbA1C, HOMA-IR) e ao perfil lipidico foram coletados no inicio e ao final do estudo.
Resultados: Niveis plasmaticos de LBP foram correlacionados com IMC, percentual de
gordura corporal e do tronco, colesterol total, TNF-a e IL-10 na amostra composta por 24
individuos, porém a comparagao entre os grupos ndo demonstrou efeitos sobre marcadores de
inflamagao, de RI, perfil lipidico e endotoxemia metabdlica. Conclusio: A suplementagdo com
2,4g de dmega-3 por 8 semanas, ndo promoveu alteracdes nos parametros inflamatorios e de

endotoxemia metabodlica em nossos voluntarios.

Palavras-chave: Obesidade; Diabetes Mellitus Tipo 2; Endotoxemia; Acidos Graxos Omega-

3



ABSTRACT

EFFECTS OF FISH OIL SUPPLEMENTATION ON METABOLIC ENDOTOXEMIA IN
OVERWEIGHT AND INSULIN-RESISTANT INDIVIDUALS: A RANDOMIZED,
DOUBLE-BLIND STUDY

Background: Obesity and type 2 diabetes mellitus are chronic health conditions closely related
and have reached epidemic proportions worldwide. Insulin resistance (IR), driven by low-grade
systemic inflammation, has been investigated as the link between both conditions. Metabolic
endotoxemia, characterized by increased circulating levels of lipopolysaccharides from Gram-
negative bacterial membranes, is a key condition contributing to the heightened inflammatory
state and can be modulated by lifestyle factors. In this context, anti-inflammatory foods and
nutrients, such as omega-3 fatty acids, appear to help improve this condition. However, the
effect of omega-3 consumption on endotoxemia in overweight individuals with IR remains
nuclear. Objective: To analyze the effects of fish oil supplementation, rich in omega-3
polyunsaturated fatty acids, on parameters related to metabolic endotoxemia in overweight and
insulin-resistant individuals. Methods: A randomized, double-blind, placebo-controlled study.
Adult individuals of both sexes were randomized into two groups to receive either 4g of fish
oil (2.4g of EPA+DHA) or a placebo (soybean oil) for 8§ weeks. Data related to metabolic
endotoxemia (LBP), inflammation (TNF-a and IL-10), IR (glucose, HbAlc, HOMA-IR), and
lipid profile were collected at baseline and at the end of the study. Results: Plasma LBP levels
were correlated with BMI, body fat percentage, trunk fat percentage, total cholesterol, TNF-a,
and IL-10 in the sample of 24 individuals. However, the comparison between the groups did
not show any effects on markers of inflammation, IR, lipid profile, or metabolic endotoxemia.
Conclusion: Supplementation with 2.4g of omega-3 for 8 weeks did not promote changes in

inflammatory parameters or metabolic endotoxemia in our volunteers.

Keywords: Obesity; Type 2 Diabetes Mellitus; Endotoxemia; Omega-3 Fatty Acids
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1. INTRODUCAO

A obesidade e o diabetes mellitus tipo 2 (DM2) sdo condi¢des cronicas de
saude intimamente relacionadas que tém alcangado proporgdes epidémicas em todo o
mundo, desafiando os sistemas de satide e impactando a qualidade de vida de milhdes de
pessoas (Gonzalez-Muniesa et al., 2017; Bliiher, 2019; International Diabetes Federation,
2021; World Obesity Federation, 2022). Frequentemente essas duas condi¢des ocorrem
juntas, ¢ segundo dados das federagdes internacionais de diabetes e obesidade, a
obesidade ¢ responsavel por cerca de 43% dos casos de diabetes tipo 2, podendo chegar
a 85% em algumas populagdes (International Diabetes Federation; World Obesity
Federation, 2022).

A conexao existente entre ambas tem sido estudada ao longo dos anos ¢ as
pesquisas revelam que a obesidade serve como um importante impulsionador para o
desenvolvimento de resisténcia periférica a acdo da insulina (International Diabetes
Federation; World Obesity Federation, 2022; Ruze et al., 2023). Entre 0os mecanismos
estudados que associam a obesidade com a resisténcia insulinica estdo a inflamagao
sist€émica de baixo grau, causada pelo aumento da infiltracdo de células imunes pro-
inflamatorias, como macrofagos e células T, no tecido adiposo (Hotamisligil, 2006; Klein
et al., 2022); diminui¢do da produgao e secre¢do de adiponectina (Straub; Scherer, 2019);
bem como producao exacerbada e continua de citocinas pro-inflamatorias, como fator de
necrose tumoral (TNF-a), interleucinas 6 ¢ 1B (IL-6 e IL-1p), estimuladas pelas células
imunes, pela presenca de acidos graxos livres (sobretudo saturados) e endotoxinas como
os lipopolissacarideos (LPS) (Souza, 2018; Mohammad; Thiemermann, 2021).

Diversos fatores podem contribuir para o desencadeamento e manutencao
deste estado inflamatério cronico, sendo os principais, aqueles relacionados ao ambiente
em que os individuos estao expostos desde o nascimento (Furman et al., 2019). Pesquisas
tém buscado compreender melhor estes mecanismos, uma vez que populagdes com niveis
elevados de atividade fisica, dieta rica em alimentos in natura ou minimamente
processados € com ritmos circadianos mais sincronizados possuem menor chance de
desenvolvimento de doengas cronicas ndo transmissiveis (Furman et al., 2019; Fan;
Pedersen, 2021). Recentemente, estudos tém associado fatores relacionados ao estilo de
vida com o microbioma intestinal e, apesar de incipientes, tem sido observado que dietas

ricas em alimentos processados e ultraprocessados, inatividade fisica e altos niveis de
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estresse, podem desencadear uma condi¢ao de desequilibrio do ecossistema bacteriano,
denominada disbiose (Kinashi; Hase, 2021). Essa condi¢do, ¢ capaz de gerar aumento de
permeabilidade intestinal elevando a chance de ocorrer translocacdo bacteriana e
endotoxemia metabodlica (Ahmad et al., 2017; Kinashi; Hase, 2021). Esta endotoxemia
metabolica ¢ um fendmeno causado pelo aumento dos niveis circulantes de LPS, uma
endotoxina presente na membrana celular de bactérias gram-negativas que pode se ligar
a receptores especificos, em células do sistema imune, no tecido adiposo e muscular,
ativando cascatas inflamatorias, com producao de citocinas capazes de exacerbar o estado
cronico inflamatoério (Kaliannan ef al., 2015).

Sabe-se que a dieta ¢ um importante fator modulador da endotoxemia
metabolica e da inflamagdo cronica de baixo grau. Portanto, identificar fatores dietéticos
que possam desencadear respostas antagdnicas ao estado pré-inflamatério, bem como,
restaurar o equilibrio do microbioma intestinal € de suma importancia (Kaliannan et al.,
2015). Neste sentido, estudos envolvendo dietas ricas ou suplementadas em acidos graxos
poli-insaturados dmega-3 tém sido desenvolvidos (Kaliannan et al., 2015; Albracht-
Schulte et al., 2018; Souza et al., 2020). Tem sido observado que os dmega-3 sao capazes
de exercerem mudangas nas membranas celulares, reduzindo a produgdo de eicosanoides
pro-inflamatérios devido & competi¢do enzimatica entre os acidos graxos dmega 3 e 6;
além disso podem atuar na sintese de resolvinas, maresinas e protectinas (Calvo et al.,
2017; Pascoal et al., 2022). Também sao capazes de ativar receptores acoplados a proteina
G — 120 (GPR-120) associados as vias anti-inflamatorias (Oh et al., 2010); bem como
inibir a ativacdo do inflamassoma NLRP3 (Yan; Jiang; Spinetti; Tian; et al., 2013).
Estudos mais recentes, realizados principalmente em modelos animais sugerem uma
atuacao benéfica dos 6mega-3 na microbiota intestinal (Kaliannan et al., 2015; Fu et al.,
2021). Porém, em geral, os resultados em humanos ainda sao controversos, uma vez que
nao ha padroniza¢do de dose e do tempo ofertados, bem como pela heterogeneidade das

populagdes estudadas (Sociedade Brasileira De Cardiologia, 2019).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. OBESIDADE, RESISTENCIA A INSULINA E INFLAMACAO

A obesidade ¢ uma condi¢do cronica de saude, definida, de forma
simplificada, pelo acumulo anormal ou excessivo de gordura que representa risco a saude
do individuo (World Health Organization, 2021). Afeta um numero crescente de pessoas
em todo o mundo e estd associada a uma redugao da expectativa de vida que varia entre
5 a 20 anos dependendo da gravidade e das comorbidades associadas (Bliiher, 2019). E
considerada uma epidemia global e segundo o estudo epidemiologico Global Burden of
Disease (2019); 5,02 milhdes de pessoas morreram prematuramente como resultado desta
condi¢do (Chong et al., 2023). No Brasil, dados da Pesquisa Nacional de Saude (2019)
demonstraram que em 17 anos, o percentual de adultos obesos mais do que dobrou, saindo
de 12,2% em 2002/2003 para 26,8% em 2019, revelando ainda, 96 milhdes (60,3%) de
individuos de 18 anos ou mais com excesso de peso.

A etiologia da obesidade ¢ complexa e diversos fatores biologicos e
ambientais contribuem para o seu desenvolvimento, no entanto, a causa fundamental
baseia-se no desequilibrio energético entre a quantidade de calorias consumidas e aquelas
que sao gastas (Bliiher, 2019; World Health Organization, 2021). Razdes para este
desequilibrio sdo encontradas no processo evolutivo da espécie humana, que contribuiu
para a selecao de um gendtipo que favorecesse a superalimentagdo, associada ao baixo
gasto energético e a inatividade fisica, devido aos longos periodos em que os individuos
passavam sem se alimentar (Yanovski, 2018). Somado a isto, o processo de transi¢ao
nutricional em conjunto ao processo de industrializacdo mundial, tem sido responsavel
pelo aumento do consumo de alimentos processados e ultraprocessados, ricos em calorias
provenientes de agucares e gorduras, em detrimento aos alimentos in natura ou
minimamente processados (Brasil, 2014; Roden; Shulman, 2019).

As consequéncias da obesidade sdo variadas. A curto prazo, estes individuos
podem enfrentar problemas como dificuldade para se movimentar e exercitar, fadiga,
dores nas articulagdes e disturbios do sono (Center for Disease Control and Prevention,
2022). Além disso, o ganho de peso com o aumento da gordura corporal, causa mudangas
fenotipicas no tecido adiposo branco. O aumento do volume e do numero de adipdcitos

de forma descontrolada durante este processo faz com que sua capacidade de
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armazenamento seja excedida, proporcionando assim, a formacao da gordura ectopica a
partir da deposi¢do de gordura em outros tecidos (Hotamisligil, 2006). Associado a isso,
esta alteracdo fenotipica a partir do excesso de tecido adiposo, faz com que os adip6citos
passem a secretar de forma exacerbada (local e sistemicamente), citocinas pro-
inflamatérias como IL-6, IL-1B e TNF-o e sinais quimiotiticos que levam ao
recrutamento e infiltragdo de macréfagos. Estes por sua vez, acabam por produzir e liberar
mais citocinas inflamatorias, bem como, contribuir para a redu¢do de interleucinas anti-
inflamatérias, como IL-10, e adipocinas como adiponectina, gerando um estado de
inflamacao cronica de baixo grau (Hotamisligil, 2006; Gonzéalez-Muniesa et al., 2017;
Souza et al., 2020; Kopp et al., 2023). Este estado inflamatdrio subclinico € responsavel
por um risco aumentado de uma série de doengas cronicas, incluindo resisténcia a a¢ao
da insulina e DM2 (World Health Organization, 2021; Center for Disease Control and
Prevention, 2022).

O Diabetes Mellitus tipo 2 ¢ uma doenca cronica caracterizada por
hiperglicemia persistente, resisténcia periférica a agdo da insulina e deficiéncia relativa a
secrecdo de insulina pelas células P pancreaticas (Robertson, 2023). E considerado um
grande problema de satide que afeta em torno de 537 milhdes de adultos, sendo
responsavel por 6,7 milhdes de mortes em todo o mundo, segundo dados do International
Diabetes Federation (2021). No Brasil, a Pesquisa Nacional de Satude, publicada em
2019, revelou que 7,7% da populagdo adulta, maior do que 18 anos, referiu ter diabetes.
No entanto, estimativas apontam que considerando o percentual de subnotificagdes 9,2%
dos brasileiros possuem DM2 (Muzy et al., 2021).

Acredita-se que a conexdo existente entre diabetes e obesidade, seja a
resisténcia insulinica, condi¢do na qual, 6rgados como o musculo esquelético, o figado e o
tecido adiposo, entre outros, tornam-se menos responsivos a acao deste hormonio, sendo
a inflamacao cronica de baixo grau a possivel causadora dessas condi¢des uma vez que
¢ comumente observada nesses individuos (Gokulakrishnan et al., 2009; Souza, 2018;
Moreira et al., 2022; Ruze et al., 2023). Sabe-se que em condicdes fisioldgicas, a insulina
liberada em resposta ao aumento da glicemia no sangue, liga-se ao seu receptor especifico
(Insulin Receptor - IR), provocando uma mudanca conformacional e autofosforilagao dos
residuos de tirosina no IR, aumentando ainda mais sua atividade catalitica. A ativacao
deste receptor estimula a cascata de sinalizacdo a partir da ativacdo de substratos do
receptor de insulina (IRS), culminando em translocacao de transportadores de glicose do

tipo GLUT4 para a membrana da célula, captando a glicose circulante (Hotamisligil,
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2006; Souza, 2018). No entanto, no estado inflamatorio cronico de baixo grau provocado
pelo acumulo excessivo de gordura, os altos niveis de citocinas pro-inflamatorias
liberadas por macréfagos infiltrados em tecidos periféricos (principalmente tecido
adiposo branco), assim como acidos graxos circulantes derivados da intensa atividade
lipolitica do tecido adiposo, prejudicam a sinalizacao da insulina, uma vez que ao serem
reconhecidas por seus receptores especificos nas células, promovem a fosforilagdo em
serina do IR e/ou de seus substratos (IRS 1 e 2) fazendo com que a transdug@o do sinal
downstream desta via seja prejudicada, afetando a captacao de glicose pela célula. Além
disso, a redugdo da resposta a insulina, com manutencao de altos niveis de glicose na
corrente sanguinea, estimulam cada vez mais a liberacdo de insulina pelas células P
pancreaticas estabelecendo-se assim, o quadro de resisténcia a a¢do da insulina e DM2
(Hotamisligil, 2006; Souza, 2018; Moreira et al., 2022; Ruze et al., 2023).

As consequéncias do DM2 podem ser graves e afetar varios sistemas do
organismo. Niveis cronicamente elevados de glicose no sangue podem danificar os vasos
sanguineos, nervos e Orgdos, aumentando o risco de complicagcdes como doencas
cardiacas, acidente vascular cerebral, problemas renais, perda de visdo e amputagdes
(Center for Disease Control and Prevention, 2023; Sociedade Brasileira De Diabetes,
2023; World Health Organization, 2023). Além disso, o diabetes tipo 2 também esta
associado a um maior risco de outras condi¢des, como doengas hepaticas, disturbios do
sono e certos tipos de cancer (Farmaki et al., 2020; Sociedade Brasileira De Diabetes,
2023). Tanto para obesidade quanto para DM2 e resisténcia a insulina, o tratamento
envolve uma abordagem multidisciplinar. Mudangas no estilo de vida sdo fundamentais
e devem incluir a ado¢do de uma dieta saudavel, controle do peso corporal e pratica

regular de atividade fisica (Sociedade Brasileira De Diabetes, 2023).

2.2. ENDOTOXEMIA METABOLICA

O intestino humano ¢ um 6rgao subdivido em delgado e grosso, que possui
funcdes de digestdo e absor¢do de nutrientes, além de servir como uma importante
barreira de protecdo contra micro-organismos invasores, devido a presenca de uma
camada mucosa produzida por células caliciformes e da capacidade de produzir peptideos
antimicrobianos pelas células de Paneth presentes na parede do intestino delgado (Ahmad
et al., 2017; Mohammad; Thiemermann, 2021). Outro ponto importante que contribui

com a fun¢do de protecdo ¢ a capacidade das células intestinais se ligarem fortemente
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umas as outras através de jungdes apertadas, ou tigh junctions (TJ), permitindo que seja
mantida a integridade da barreira fisica, com difusdo apenas de pequenas moléculas, agua
e ions (Kinashi; Hase, 2021; Mohammad; Thiemermann, 2021).

A manutencao da barreira intestinal integra ¢ de suma importancia para a
saude do individuo, mas alguns fatores que levam ao desequilibrio microbiano como
infecgdes, inflamagdes, inatividade fisica e dieta pobre em fibras, mas rica em gorduras,
aclicares e xenobiodticos, podem ser capazes de aumentar a permeabilidade desta
membrana, levando ao desenvolvimento de doengas (Levy et al., 2017; Zhang et al.,
2018; Guevara-Cruz et al., 2019; Kinashi; Hase, 2021). Apesar da grande compreensao
sobre a importancia das TJ para manuten¢do da integridade da barreira intestinal, os
mecanismos pelos quais sdo reguladas ainda ndo sao bem compreendidos. Um dos
mecanismos citados na literatura ¢ a ativacdo de cascatas inflamatdrias a partir de
receptores do tipo Toll 4 (TLR4) levando a um relaxamento da quinase de cadeia leve de
miosina (MLCK) e reduzindo assim a contratilidade das fibras de actina das TJ (Kinashi;
Hase, 2021).

A composi¢ao de micro-organismos do trato gastrointestinal (TGI) também ¢
fator relevante para manutencdo do estado de satide. Dentre esses micro-organismos
encontram-se virus, fungos, protozoarios e, em uma maior quantidade, bactérias
(Carvalho; Saad, 2013). Estas bactérias colonizadoras do TGI podem ser classificadas
como Gram-positivas e Gram-negativas conforme a espessura da parede de
peptideoglicanos que constituem suas membranas (Willey et al., 2008; Wolf; Underhill,
2018). As Gram-negativas se caracterizam pela presenca de moléculas de
lipopolissacarideos (LPS) em sua parede celular, que sdo capazes de gerar intensa
resposta imune ao serem reconhecidos pelas células como padrdes moleculares
associados a patogenos (PAMPs) (Carvalho; Saad, 2013). Quando as barreiras intestinais
se tornam mais permeaveis ocorre a translocagdo de bactérias e a entrada de endotoxinas
bacterianas, como LPS, para a corrente sanguinea, sendo este fenomeno chamado de
endotoxemia metabolica (Kaliannan et al, 2015; Saad et al., 2016; Mohammad;
Thiemermann, 2021). O aumento de LPS circulante, estimula a produgao e liberagao de sua
proteina ligadora, LBP (Lipopolysaccharide-binding protein), pelo figado. Uma vez liberado,
o LBP se liga ao LPS circulante e este complexo se une a receptores de diferenciagdo CD14
presentes nas membranas de mondcitos e macrofagos ou livres, em sua forma soluvel, na
circulagao. O receptor CD14 por sua vez, transporta o complexo LPS/LBP para lipoproteinas

de alta densidade (HDL), promovendo a depuracdo da endotoxina e consequente reducao da
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resposta pro-inflamatoria (Banaszewska et al., 2020; Knight et al., 2020). No entanto, o
complexo LPS/LBP também ativa o sistema imunoldgico, desencadeando uma resposta
inflamatéria através de sua ligacdo de alta afinidade com receptores do TLR4 e ativagdo do
inflamassoma NLRP3, aumentando assim, a produgdo e expressdo de citocinas pro-
inflamatdrias como o TNF-a, IL-6 e IL-1B (Figura 1) (Kaliannan et al., 2015; Saad ef al.,
2016; Levy et al., 2017; Downs et al., 2020).

Figura 1 — Representacdo esquematica do aumento da permeabilidade intestinal,
proporcionando o quadro de endotoxemia metabdlica através da entrada de lipopolissacarideo
(LPS) pela barreira intestinal e a formac¢ao do complexo LPS/LBP, incluindo a via mediada por
CD14 para depuracao através de HDL no figado e via inflamatéria com ativagao de receptores

TLR4.
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Fonte: Adaptado de Knight ez a/, 2020.

E importante destacar que a relagdo causal entre desequilibrio do microbioma e
desenvolvimento de doengas, tais como obesidade ¢ aumento da resisténcia a acao da insulina
ainda ndo ¢ totalmente compreendida, porém, estudos vém demonstrando que em animais e
individuos com obesidade, os niveis circulantes de LPS estdo aumentados; e que este fator pode
estar diretamente relacionado ao aumento da permeabilidade intestinal devido a ativag@o de
cascatas de inflamag¢ao pelo TLR4 (Carvalho; Saad, 2013; Saad et al., 2016; Levy et al., 2017,
Kinashi; Hase, 2021). Além disso, a ativagdo de TLR4 e do inflamassoma NLRP3 tem papel

direto na resisténcia a insulina relacionada a obesidade, uma vez que o aumento da transcrigao
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das citocinas pro-inflamatorias leva a fosforilagao em serina do IR, reduzindo assim a resposta
a este hormonio (Creely ef al., 2007; Saad et al., 2016; Liu et al., 2017).

Os individuos com aumento da permeabilidade intestinal estdo mais
susceptiveis a infecgdes virais que também podem ativar vias de inflamagao por meio de
receptores de reconhecimento como os TLR4, com a ativacdo da JNK (quinase N-
terminal c-Jun), IKKf (quinase inibitéria da subunidade beta do fator nuclear kappa-B) e
NF-«kB (fator nuclear kappa-B), aumentando a transcricdo de citocinas inflamatdrias
(Carvalho; Saad, 2013). Vale ressaltar que a depuragdo de LPS circulante ocorre no figado,
por meio das células de Kupffer, mas em individuos com hiperinsulinemia hé redugado da
funcdo dessas células fazendo com que haja maior quantidade de LPS na circulacio
desencadeando maior resposta inflamatéria (Creely et al.,, 2007, Mohammad,
Thiemermann, 2021). Além disso, a resposta inflamatdria, pode ser potencializada pela
liberacao de calprotectina por neutréfilos. Esta molécula, consiste em um heterodimero
formado por duas proteinas intracelulares, SIO0A8 e S100A9, encontradas em células de
origem mieloide, como neutr6filos, mondcitos e macréfagos imaturos (Lylloff et al.,
2017). Pode ser considerada um padrao molecular associado a dano (DAMP), capaz de
se ligar a TLR4 e induzir a liberagdo de citocinas inflamatorias, a adesao de neutrofilos
ao endotélio e o recrutamento dos mesmos ao local de inflamacgao (Ehrchen et al., 2009;
Lylloff et al., 2017; Koelman et al., 2020). Sua expressdo pode ser induzida em diversas
condig¢des inflamatorias e por endotoxinas bacterianas (Kunutsor et al., 2018; Lipcsey et
al., 2019). Estudos em humanos t€ém demonstrado que niveis plasmaticos elevados desta
proteina foram encontrados em individuos obesos, com resisténcia a insulina e com
doengas cardiometabolicas (Mortensen et al., 2009; Catalan et al., 2011; Kunutsor et al.,
2018).

Desta forma, diversos fatores podem ser responsaveis pelo aumento da
permeabilidade intestinal e por isso, tem sido sugerido a existéncia de uma correlagdo entre
dietas com alto teor de gordura, carboidratos e energia com endotoxemia, uma vez que este
padrao alimentar pode causar alteracdes na diversidade bacteriana, com consequente prejuizo
na integridade da parede intestinal (Creely et al., 2007; Fan; Pedersen, 2021; Mohammad;
Thiemermann, 2021). No entanto, fatores protetores ou mesmo atenuantes podem ser
provenientes da alimentagdo. Pesquisas em modelos animais € humanos tém proposto que os
acidos graxos poli-insaturados dmega-3 podem ser capazes de auxiliar na regulacdo da

permeabilidade intestinal, na modulagdo da microbiota e na supressdo/reducao da resposta
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inflamatoria (Kaliannan et al., 2015; Cao et al., 2019; Fan; Pedersen, 2021; Zebrowska et al.,
2021).

2.3. ACIDOS GRAXOS POLI-INSATURADOS OMEGA-3

Os acidos graxos poli-insaturados 6mega-3 sao uma classe de gorduras essenciais
para o funcionamento adequado do organismo humano, que devem ser obtidos de forma
exdgena, por meio de alimentagdo ou suplementagdo (Cholewski et al., 2018). Dentre os
Oomega-3 mais estudados estdo o acido eicosapentaenoico (EPA), o acido docosa-hexaenoico
(DHA) e o acido alfa-linolénico (ALA). O EPA e o DHA sdo encontrados principalmente em
peixes de aguas frias, como salmao, sardinha, atum e cavala, ¢ 0 ALA em algumas sementes
(linhaga, chia), 6leos (canola) e nozes (Cholewski et al., 2018; Gutiérrez et al., 2019).

Assim como outros lipideos, os dmega-3 sdo componentes essenciais das
membranas celulares, contribuindo para integridade e funcdo celular adequada
(Zebrowska et al., 2021). No entanto, os 4cidos graxos 6mega-3 tém se destacado devido
ao seu potencial efeito anti-inflamatorio e na saude cardiovascular, uma vez que diversos
estudos tém demonstrado que o consumo adequado de EPA e DHA esta associado a
redugdo da pressao arterial, dos niveis de triglicerideos séricos e colesterol LDL (Menni
et al., 2017; Pal et al., 2020; Zebrowska et al., 2021).

Vale ressaltar que a inflamacao ¢ um mecanismo de defesa do organismo para
restauracdo da homeostase em locais infectados ou danificados, porém em algumas
condig¢des, como na obesidade e no DM2, esta resposta pode se tornar patologica, sendo
essencial que mecanismos anti-inflamatérios sejam ativados (Calder, 2010). Neste
sentido, os 6mega-3 tém tido destaque, uma vez que exercem modificacdes na membrana
celular devido ao seu comprimento e grau de insaturagdo, sdo capazes de sintetizar mediadores
especializados em pro-resolucao (SPMs), ativam o receptor acoplado a proteina G120
(GPR120), inibem a ativagao do inflamassoma NLRP3, bem como parecem interferir na
microbiota intestinal (Yan; Jiang; Spinetti; Tian, et al., 2013; Kaliannan et al., 2015; Calvo et
al., 2017; Gutiérrez et al., 2019).

Os acidos graxos EPA e DHA, possuem longas cadeias de hidrocarbonetos e
ligacdes duplas que sdao capazes de afetar a fluidez da membrana celular, modificando a
distribui¢@o de esteroéis, esfingolipideos e proteinas de ligagdo em microdominios dindmicos,
também conhecidos como “jangadas lipidicas” (Calvo et al, 2017). Os Omega-3,
principalmente DHA, sdo capazes de aumentar o tamanho e/ou estabilidades destas “jangadas
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lipidicas”, por meio da modulacao de interagdes com outros lipideos de membrana e/ou suas
proteinas (Hou et al., 2016). Desta forma, a incorporagdo de 6mega-3 em membranas celulares
pode reduzir a ativagdo e diferenciacdo de linfécitos com perfil inflamatério (como em
linfocitos TCP*) (Shaikh, Jolly, Chapkin, 2012; Hou, McMurray, Chapkin, 2016). Vale
ressaltar, que sdo necessarios mais estudos que envolvam os reais desfechos a partir da
incorporagdo desses acidos graxos a membrana das diferentes células, principalmente as do
sistema imune.

Além de incorporarem a membrana das cé€lulas, os 0mega-3 podem sofrer
modificagdes a partir de COX (cicloxigenases) e LOX (lipoxigenases) e produzirem SPMs
como as resolvinas, as maresinas e as protectinas, capazes de promover imunorresolucao a
partir da sua ligacdo com receptores especificos (Serhan et al., 2008; Miao et al., 2021). As
resolvinas da série E, derivadas de EPA, sdo capazes de induzir fagocitose de macrofagos,
eliminar detritos, provocar mudangas fenotipicas de macrofagos ativados (pro-inflamatérios)
para ndo ativados (anti-inflamatdrios) e diminuir quimiotaxia e infiltragdo de neutrofilos para
areas de lesdo (Miao et al., 2021). J4 as resolvinas da série D (maresinas e protectinas),
sintetizadas a partir de DHA, diminuem a concentragdo de mondcitos no local da lesao através
da redugdo de proteinas quimioatraentes de monocitos — 1 (MCP-1), aumentam a depuragao de
neutrdfilos e diminuem a producdo de prostaglandinas inflamatorias (Al-Shaer et al., 2021;
Miao et al., 2021). Apesar deste mecanismo ndo estar muito bem estabelecido, ja se tem
observado que dietas ocidentais, ricas em gorduras e com forte desequilibrio na relagao de
O0mega-6 e Omega-3, sdo capazes de alterar as concentragoes em SPMs em individuos obesos e
com DM2 (Al-Shaer et al., 2021). As hipoteses para isso convergem em trés pontos distintos,
mas que podem estar ligados entre si. O primeiro ponto seria a existéncia de uma competi¢ao
entre ambos pela esterificacdo no pool de fosfolipideos de membrana, afetando a
biodisponibilidade de acidos graxos para sintese de SPMs (Pal et al., 2020; Al-Shaer et al.,
2021). O segundo ponto em questdo, envolve o fato de que as caracteristicas da dieta ocidental
poderiam estar levando a reducdo da expressdo e/ou atividade de enzimas para producao de
SPMs; e por ultimo, o simples fato de estar ocorrendo baixa ingestao de dmega-3 seria capaz
de afetar a oferta de substratos para producao de SPMs (Stark et al., 2016; Al-Shaer et al.,
2021). Desta forma, o aumento da ingestao de dmega-3, melhorando a proporgado entre 6mega-
6 ¢ -3, torna-se um fator de relevancia para esta populagdo.

Dentre os mecanismos pelos quais os dmega-3 sdo envolvidos, deve-se ressaltar a
sua capacidade de se ligarem ao receptor de membrana de GPR120 em diversas células como

em adipdcitos e macrofagos (Oh et al., 2010). Este receptor esta envolvido em diversos
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processos homeostaticos, incluindo processos anti-inflamatorios € ao aumento da sensibilidade
a insulina com consequente maior captagdo de glicose (Glass; Olefsky, 2012). Ao se ligarem
aos receptores GPR120, os 6mega-3 estimulam a associagdo do receptor com uma proteina
adaptadora chamada B-arrestina-2 com subsequente deslocamento deste complexo para o
citosol e associagao com a proteina de ligagdo TAB-1, que por sua vez, reduz a sinaliza¢ao pro-
inflamatéria downstream para IKKB/NF-kB e JNK/AP-1 (Oh et al., 2010; Glass; Olefsky,
2012; Song et al., 2017).

Outro mecanismo anti-inflamatdrio atribuido ao 6mega-3 € sua capacidade de
inibir a ativacao do inflamassoma NLRP3. O inflamassoma € um complexo proteico citosolico
formado em resposta 8 PAMPs e DAMPs que promove a maturagdo e liberacdo de algumas
citocinas pro-inflamatorias, como IL-1p3, IL-18 e IL-33 (Yan; Jiang; Spinetti; Tian, et al., 2013).
Apesar de ser um mecanismo importante de combate a danos no organismo, quando nao ha
uma fina regulacdo ocorre ativacdo exacerbada deste inflamassoma, gerando resposta
inflamat6ria em excesso, potencializando diversos distirbios como obesidade e DM2 (Ding et
al., 2019). Os mecanismos envolvidos na regulagdo do inflamassoma NLRP3 ainda nao estdo
claros, mas tem-se observado que o aumento dos niveis circulantes de LPS podem promover
sua ativagdo, enquanto que os dmega-3 podem inibir a ativagao deste mecanismo por meio da
interacdo endogena entre B-arrestina-2 e NLRP3 via ativagdo de receptores GPR120 (Yan;
Jiang; Spinetti; Tian; ef al., 2013; Downs et al., 2020).

Apesar de estudos envolvendo microbiota intestinal serem recentes, ja € sabido que
impactos que resultem em condig¢des de disbiose sdao capazes de afetar negativamente a satde
do hospedeiro (Zhang et al., 2020; Fan; Pedersen, 2021). Além disso, sabe-se também, que a
dieta de forma em geral, e nutrientes especificos, sdo capazes de influenciar diretamente a
composi¢do desta microbiota (Parolini, 2019; Fan; Pedersen, 2021; Mohammad;
Thiemermann, 2021). O conhecimento acerca das conexdes entre Omega-3 e microbiota
intestinal ¢ limitado, porém diversos estudos em modelos experimentais e com humanos vém
demonstrando seus efeitos na modulagdo do tipo e abundancia das espécies microbianas no
intestino; regulacao dos niveis de acidos graxos de cadeia curta (AGCC), como o butirato,
produzidos por determinadas espécies bacterianas; na reducdo dos niveis de citocinas pro-
inflamatdrias e endotoxinas (LPS); bem como no aumento da producdo do peptideo
antimicrobiano conhecido como fosfatase alcalina intestinal (Kaliannan et al., 2015; Parolini,
2019; Fu et al., 2021). Estudos realizados, principalmente em modelos animais, na tltima
década tém demonstrado que o consumo de dietas ricas em Omega-3 t€ém aumentado a

abundancia de bactérias benéficas como as Bifidobacterium, Lactobacillus e Akkermansia, €
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reduzindo o crescimento de bactérias gram-negativas patogénicas como as Enterobactérias
(Kaliannan et al., 2015; Zhang et al., 2020; Fu et al., 2021).

A capacidade de modulacao do tipo e quantidade das bactérias intestinais, faz com
que os dmega-3 influenciem também na producdo de AGCC (Parolini, 2019; Mohammad;
Thiemermann, 2021) e na expressdao de seus receptores GPR43 (Cao et al., 2019). O
butirato ¢ um AGCC produzido a partir de bactérias capazes de fermentar fibras dietéticas em
acido butirico e este ¢ considerado fonte de energia para manutencao da mucosa colonica, além
disso, por meio de sua ligacao com GPR43 ha estimulo para produgdo de mucina pelas células
caliciformes, interferindo diretamente na integridade da barreira intestinal, agindo como fator
protetor ao aumento da permeabilidade (Cao et al., 2019). Somado a isto, tem sido observado
que uma dieta com melhor relagdo entre o consumo de dmega-3 e dmega-6 ¢ capaz de aumentar
a producdo de uma enzima, também considerada um peptideo antimicrobiano chamado
fosfatase alcalina intestinal, conhecida por manter a homeostase intestinal, uma vez que
suprime o crescimento de E.coli e inativa LPS (Kaliannan ef al., 2015).

Desta forma, € possivel perceber que os 6mega-3 estdo relacionados a diversos
mecanismos envolvidos no combate a inflamacao e que estes mecanismos podem atuar
diretamente na endotoxemia metabdlica, no entanto, mais estudos em humanos, com doses ¢
fontes de 6mega-3 que sejam efetivas para essa condigao precisam ser conduzidos na tentativa

de preencher esta lacuna do conhecimento.
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3. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

Na mesma magnitude em que crescem as opcdes de alimentos
ultraprocessados, ricos em agucares, gorduras, sal e diversos outros aditivos, cresce
também a preocupacgdo com o aumento da incidéncia e prevaléncia da obesidade no Brasil
e no mundo. E importante destacar que as implicagdes sociais e econdmicas desta
epidemia sdo extensas e englobam o aumento dos gastos diretos em saude, dos custos
indiretos relacionados ao absenteismo e a perda de produtividade, mas também o aumento
de doengas associadas como DM2 e da mortalidade. Sendo assim, o desenvolvimento de
estratégias que possam reduzir os efeitos da obesidade e da incidéncia de comorbidades
associadas ¢ de extrema relevancia. Portanto, identificar componentes da dieta, que possam
atuar na melhora da inflamagao e da endotoxemia metabdlica sera crucial para o tratamento e
prevengdo destas doengas cronicas. Desta forma, avaliar os efeitos anti-inflamatorios e os
beneficios dos acidos graxos poli-insaturados dmega-3 na endotoxemia metabdlica em
individuos com excesso de peso e resisténcia a insulina, faz-se necessario. Sendo assim, o
presente estudo tem a hipotese de que a oferta de suplementacao de 4g de 6leo de peixe, rico
em acidos graxos poli-insaturados 6mega-3 (EPA+DHA), por 8 semanas, serd capaz de
contribuir na melhora de parametros relacionados a inflamacao subclinica e a endotoxemia

metabdlica em individuos com excesso de peso e resistentes a insulina.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da suplementacao de 6leo de peixe rico em &cidos graxos
poli-insaturados 6mega-3 sobre parametros relacionados a endotoxemia metabdlica em

individuos com excesso de peso e resistentes a insulina.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar, em individuos com excesso de peso e resistentes a insulina, os
efeitos da suplementagao de dleo de peixe rico em acidos graxos poli-insaturados 6mega-
3, sobre:

- Marcador de endotoxemia metabdlica: proteina de ligagdo de LPS (LBP),
plasmatica;

- Marcadores inflamatorios e anti-inflamatérios: TNFa, IL-10 e calprotectina
plasmaticos.

- Marcadores bioquimicos: glicose de jejum, insulina de jejum, hemoglobina
glicosilada (HbA1c), HOMA-IR, colesterol total, lipoproteina de baixa densidade
(LDL), lipoproteina de alta densidade (HDL) e triglicerideos.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. POPULACAO DO ESTUDO

Para o desenvolvimento da presente pesquisa foram avaliados 24 individuos
adultos, com sobrepeso ou obesidade grau I, de ambos os sexos, com idades entre 20 e 59
anos. Os voluntarios foram recrutados nos ambulatorios de nutri¢ao e endocrinologia do
Hospital Universitario da Universidade Federal de Juiz de Fora (HU-UFJF), bem como
através da divulgagdo de links eletronicos vinculados a matérias, em jornais e redes
sociais. O estudo foi realizado de acordo com os principios da declaragdo de Helsinque e
possui aprovacdo pelo Comité de ética de pesquisa com humanos do HU-UFJF sob o
protocolo de ntimero 4.731.228. Além disso, foi registrado no Registro Brasileiro de
Ensaios Clinicos (ReBEC) sob o0 nimero RBR-8cb536g.

Os voluntarios que atenderam aos critérios de elegibilidade foram incluidos
no estudo apds a assinatura do termo de consentimento livre esclarecido (TCLE —

APENDICE A).

5.1.1. Critérios de inclusao

Foram incluidos no estudo individuos de ambos os sexos; com idade entre 20
e 59 anos; que possuissem diagnostico de sobrepeso ou obesidade grau I (IMC entre 25 e
34,9 kg/m?); em tratamento medicamentoso com metformina, associada ou ndo a alguma
sulfoniluréia, por pelo menos 6 meses e sem alteragao de dosagem neste periodo; que ndo
estivessem fazendo ou ndo tenham feito uso de antibidticos, anti-inflamatorios nao
esteroidais ou corticoides no ultimo més antes do recrutamento; que ndo estivesse em uso
continuo de fibratos ou orlistat; que ndo estivesse em uso de suplementos que contivessem
omega-3 em sua formulacao; que nao relatassem ou apresentassem qualquer evidéncia de
doengas intestinais (sindrome do intestino curto, sindrome do intestino irritavel, doenca
de Chron, retocolite ulcerativa); que aceitassem participar do estudo por meio da
assinatura do TCLE. Além disso, somente foram incluidos individuos do sexo feminino

que nao estivessem gestantes ou lactantes no momento do recrutamento.

30



5.1.2. Critérios de exclusao

Os critérios adotados para exclusao do estudo foram: individuos com glicemia
de jejum superior a 300 mg/dL apds a realizagdo dos exames iniciais; que comegassem o
uso de insulina ou qualquer outra medicagdo hipoglicemiante antes do inicio ou durante
o andamento do estudo; individuos portadores de doenga genética e hormonal limitante,
como hipo ou hipertiroidismo e erros inatos do metabolismo; transplantados; que
estivessem em uso abusivo de alcool (consumo de 4 ou mais doses de 14g de alcool para
mulheres € 5 ou mais para homens (Brasil, 2023)) e outras drogas; que possuissem
insuficiéncia renal ou hepatica; que apresentassem perda de peso nos ultimos 3 meses
(voluntaria ou involuntaria) ou que estivessem participando de outro estudo experimental
na data do arrolamento. Além disso, seriam excluidos individuos que descontinuassem
ou utilizassem de modo irregular a suplementacao (6leo de soja ou o6leo de peixe), que
manifestassem desejo de sair do estudo e voluntarias que iniciassem gravidez no periodo

do protocolo.

5.2. DELINEAMENTO DO ESTUDO

O presente estudo ¢ de carater clinico, duplo-cego, randomizado, unicéntrico,
longitudinal e foi realizado no Hospital Universitario da Universidade Federal de Juiz de
Fora (HU-UFJF). Foram recrutados e distribuidos aleatoriamente, 24 individuos, em dois
grupos: i) 6mega-3 (n=12); ii) 6leo de soja (n=12). Para ambos os grupos, foram ofertadas
04 capsulas ao dia (4g/dia) de mesmo tamanho, formato e cor. O grupo 6mega-3, recebeu
4g de oleo de peixe contendo 2,4g de acidos graxos poli-insaturados dmega-3 (1440mg
de EPA e 960mg de DHA). Para o grupo 6leo de soja, foram ofertadas capsulas contendo
4g de 6leo de soja (Quadro 1). Todas as capsulas utilizadas no estudo foram adquiridas

da empresa Essential Nutrition®, Sao José, SC, Brasil.
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Quadro 1 — Caracteristicas nutricionais das capsulas contendo 4 g de 6leo de peixe e 6leo

de soja utilizados no estudo

Oleo de peixe Oleo de Soja
(Grupo 6mega-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: Essential Nutrition®

O protocolo do estudo (Figura 2) foi baseado em um acompanhamento clinico
e nutricional, com suplementacao com o6leo de peixe/6leo de soja, por um periodo de oito
semanas. Apos o preenchimento do formulario de recrutamento disponibilizado via sites,
e-mails ou aplicativo de mensagens (APENDICE B), o primeiro contato (T0) com os
voluntarios foi feito remotamente por meio de uma entrevista online de forma que os
pesquisadores pudessem verificar se o voluntario atenderia aos critérios de elegibilidade
da pesquisa. Uma vez selecionados, os participantes foram avaliados presencialmente no
HU-UFJF em dois momentos (T1 e T3), sendo que todos os testes e analises utilizados
no estudo foram realizados antes (pré-teste) e apos o periodo especifico de intervengao
(pos-teste) sendo conduzidos por profissionais devidamente capacitados. Durante todo o
periodo do estudo, o voluntario foi orientado a manter habitos dietéticos e de estilo de

vida como de costume.
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Figura 2 — Delineamento do estudo
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5.2.1. Entrevista remota (T0)

Durante o periodo de divulgacao da pesquisa, para os voluntérios interessados
em participar da pesquisa, foi disponibilizado um link de um formulario online
(APENDICE B) contendo perguntas a respeito da idade, peso referido, altura referida,
utilizagdo ou nao de metformina e outras medica¢des de uso continuo, bem como
informagdes para contato. A partir do preenchimento destes dados iniciais, foi realizada
a primeira sele¢do de voluntérios que atendiam aos critérios principais de inclusdo.

Apos a selecdo do possivel voluntario, os pesquisadores entraram em contato
via telefone ou aplicativo de mensagens para agendamento de uma entrevista online (TO0),
com a finalidade de explicar os objetivos e protocolos da pesquisa, bem como avaliar os
demais critérios de elegibilidade. Neste momento, foram coletados dados pessoais, como
nome, data de nascimento, género, estado civil, endereco, ocupacao e escolaridade; assim
como alguns dados relacionados a saude do individuo, como presenga de doengas
cardiacas, intestinais, neurologicas e cancer; e informagdes relacionadas as medicagdes
em uso, incluindo suplementagdes alimentares. Nesta avaliagao foram confirmados dados
antropométricos de peso e altura referidos para calculo do IMC, bem como informagdes
referentes a pratica de atividade fisica e consumo de tabaco e alcool.

Apos verificar que o voluntario atendia aos critérios de elegibilidade, foi
acordado uma data para realizagdo de exames de sangue, antropometria e aplicagdo de
questionarios, juntamente com a orientacdo verbal e escrita referente ao preparo a ser

seguido (APENDICE Q).
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5.2.2. Primeiro contato presencial (T1)

O primeiro encontro presencial (T1) foi realizado no HU-UFJF e apos
consentimento em participar da pesquisa por meio da assinatura do TCLE, os voluntarios
foram submetidos a coleta de sangue para posterior analise bioquimica, plasmatica e
eritrocitaria; bem como a avaliagdo nutricional, antropométrica e composi¢ao corporal
(APENDICE D); além de receberem toda a orientagdo sobre o uso correto das capsulas
de 6leo de peixe/dleo de soja (APENDICE E) e preenchimento de registros alimentares
(APENDICE F). Neste momento, foram aplicados questionarios para avaliagio do nivel
de atividade fisica (Questionario Internacional de Atividade Fisica — [IPAQ versdo curta
— ANEXO A) e da funcao gastrointestinal (Brazilian Portuguese Version of the
Gastrointestinal Symptom Rating Scale — GSRS — ANEXO B). Ao final das avaliagdes
iniciais, foram entregues aos voluntarios, as capsulas de 6leo de peixe/soja para consumo
por 4 semanas (30 dias) e orientagdo para preenchimento de registro alimentar de 3 dias

nao consecutivos da primeira semana de intervengao.

5.2.3. Entrega de novas capsulas (T2)

O segundo encontro presencial (T2) foi realizado apenas para entrega de
novas capsulas para uso por mais 4 semanas (30 dias), bem como para entrega de novas
folhas para preenchimento de registro alimentar do periodo intermediario e da ultima
semana do estudo. Além disso, neste momento, os voluntarios foram questionados sobre

davidas ou dificuldades que pudessem estar ocorrendo durante o uso das capsulas.

5.2.4. Ultimo encontro presencial (T3)

No terceiro, e ultimo, encontro presencial (T3) os voluntarios foram
questionados sobre possiveis alteragdes observadas com uso das capsulas, além de terem
sido repetidas a coleta de sangue, a avaliagdo antropométrica e de composigdo corporal,
bem como o questionario de funcdo gastrointestinal, realizados no primeiro encontro,
exceto pelo IPAQ versao curta.

Durante todo o estudo, semanalmente, os pesquisadores mantiveram contato

com os voluntérios por meio de ligagdes ou aplicativos de mensagem para sanar quaisquer
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davidas e garantir a adesdo ao tratamento. Ao final da pesquisa, todos os resultados
bioquimicos e antropométricos foram entregues aos voluntdrios; e para aqueles que
necessitassem/se interessassem, foi realizado o encaminhamento ao atendimento

nutricional individualizado no ambulatorio de nutrigao do HU-UFJF.

5.3. AVALIACAO ANTROPOMETRICA E COMPOSICAO CORPORAL

A avaliagdo antropométrica foi realizada no primeiro e ultimo contato
presencial (T1 e T3) com os voluntarios e incluiu a medida do peso corporal atual; altura;
indice de massa corporal (IMC); perimetro da cintura (PC) e do quadril (PQ) e relagao
cintura/estatura (RCE).

Para medida do peso corporal, foi utilizada a balanga de bioimpedancia
tetrapolar (Tanita®, modelo IRONMEN BC1500, com capacidade maxima de 150kg e
precisdao de 100g), com auxilio do Software Tanita Healthy Edge (Versao 2.13.2) e a
medida foi realizada com o individuo descalgo, ereto, no centro da plataforma com os
bragos juntos ao corpo e com o olhar fixo em um ponto a sua frente (de modo a evitar
oscilagdes na leitura da medida), portando roupas leves e sem objetos de metal em contato
com o corpo.

A estatura foi aferida em uma unica avaliagdo (T1), por meio de um
estadiometro vertical portatil (Sanny®, modelo Personal Caprice), com os individuos de
pé, em superficie plana, descalgos, de costas para seu marcador, com os calcanhares
unidos, os pés formando um angulo de 45°, os bracos estendidos ao longo do corpo, com
a cabeca erguida e olhando para um ponto fixo na altura dos olhos. O IMC foi calculado
pela razdo entre peso corporal (kg) e altura? (m). Os valores obtidos foram classificados
de acordo com as referéncias da Organiza¢ao Mundial da Saiade (1997) para adultos.

O perimetro da cintura (PC) foi aferido com o voluntario de pé, em superficie
plana, aferido na linha da cicatriz umbilical e o perimetro do quadril foi aferido na maior
circunferéncia observada em torno dos quadris. As medidas foram mensuradas em
triplicata, através de uma trena antropométrica (Cescorf®), com precisdo de Imm. A
relacdo entre PC e estatura foi estabelecida por meio da divisao entre PC(cm) e estatura
(m) e valores acima de 0,50 foram adotados como preditores de risco cardiovascular
(Ashwell; Hsieh, 2005).

A composicao corporal, foi obtida por meio da andlise de percentual de

gordura (%), massa de gordura corporal (kg), massa muscular corporal (kg); a partir de
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analise bioimpedancia elétrica tetrapolar (Tanita®, modelo IRONMEN BC1500), por
meio da leitura no Software Tanita Healthy Edge (Tanita®, Versao 2.13.2), seguindo
orientagdes de estar em jejum por pelo menos 4h antes do teste, ndo ter se exercitado nas
24h anteriores, estar de “bexiga vazia”, ndo ter ingerido café no dia anterior ao exame,
sendo solicitado a retirada de todos objetos e adornos metalicos que o voluntario pudesse

estar usando.

5.4. AVALIACAO DIETETICA

A avaliagdo dietética foi utilizada para controle de possiveis vieses e fatores
de confusao que pudessem afetar os resultados encontrados. Para monitoramento do
consumo atual foi utilizado o Registro Alimentar de trés dias ndo consecutivos (RA —
APENDICE D).

O registro alimentar, foi preenchido pelos voluntarios em trés momentos
distintos, na primeira, quarta/quinta e oitava semana de intervencao. Nos momentos T1 e
T2, foram entregues as folhas com orienta¢des sobre o preenchimento correto do registro,
com solicitagdo de inclusdo de alimento ingerido, quantidade em medidas caseiras,
horario e local da refei¢ao. Além disso, os voluntarios foram orientados a registrarem a
alimentacdo por 3 dias ndo consecutivos, incluindo um registro de final de semana
(sabado ou domingo). Foi ressaltada a importancia da manutengdo da alimentacdo
habitual, sem alteragdes realizadas apenas para o preenchimento do registro ou para o
periodo do estudo. Os pesquisadores ficaram a disposi¢ao para quaisquer duvidas durante
o preenchimento dos registros e apds o recebimento dos mesmos todos 0s possiveis erros
foram corrigidos. Os RA foram quantificados com auxilio do software online
(AVANUTRI©) com determinacdo dos valores de energia (kcal) e macronutrientes
(proteinas totais; carboidratos totais; lipideos totais; lipideos poli-insaturados,

monoinsaturados e saturados; fibras totais).

5.5. AVALIACAO DO NIVEL DE ATIVIDADE FiSICA

Todos os voluntarios tiveram seu nivel de atividade fisica avaliado no
primeiro encontro presencial (T1) através do Questiondrio Internacional de Atividade

Fisica (IPAQ) na versado curta, validado para populacao brasileira (Pardini et al., 2001).
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A avaliacao do nivel de atividade fisica foi realizada com o intuito de reduzir possiveis
vieses que pudessem estar relacionados aos resultados encontrados. Ao final da arguicao,
os individuos foram classificados como: i) muito ativos; ii) ativos; iii) irregularmente

ativos; ou iv) sedentarios.

5.6. AVALIACAO DA FUNCAO GASTROINTESTINAL

Todos os voluntarios do estudo foram avaliados com relacdio ao
funcionamento gastrointestinal antes (T1) e apos (T3) a intervengao. Para esta avaliagdo,
foi utilizada a Escala de Avaliagdao de Sintomas Gastrointestinais (GSRS) validada para
populagdo brasileira (Souza et al., 2016). Este ¢ um instrumento autoaplicavel, de curta
duragdo, composto por 15 perguntas divididas em 5 dominios relacionados ao sistema
gastrointestinal (diarreia, constipagdo, dor abdominal, refluxo e ma digestao). Durante a
realizagdo do estudo, para cada pergunta, o voluntario atribuiu uma nota, baseada em uma
escala Likert de 7 pontos, na qual a pontuacdao “01” indica auséncia e “07” maior
frequéncia ou intensidade dos sintomas. Ao final a média de cada categoria também foi

avaliada para identificar possiveis sintomas exacerbados relacionados ao TGI.

5.7. PARAMETROS BIOQUIMICOS E PLASMATICOS

Os voluntarios que participam do estudo tiveram amostras de sangue
periférico coletado antes (T1) e 8 semanas apds a intervencao (T3). As coletas foram
feitas mediante jejum de 12 horas, o ndo consumo de alcool e sem realizagdo de atividades
fisicas intensas nas 72 horas anteriores. Estas coletas foram realizadas no Laboratério de
Andlises Clinicas do HU-UFJF, buscando sempre que possivel, que o mesmo técnico
fizesse todas as coletas. Foram colhidas quantidades suficientes de sangue para a analises
realizadas no laboratério, seguindo os protocolos da propria institui¢ao, para dosagem de
glicose de jejum, insulina de jejum, HbAlc, LDL, HDL, colesterol total e triglicerideos;
alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e gamma-glutamil
transferase (GGT).

A avaliacao de resisténcia a insulina e de fun¢do das células pancreaticas foi
avaliada através dos calculos dos indices HOMA-IR e HOMA-B. A glicemia e a HbAlc

foram classificadas conforme os pontos de corte da Diretriz da Sociedade Brasileira de
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Diabetes (2023), glicemia plasmatica de jejum > 126 mg/dL e HbAlc > 6,5%. Os
resultados obtidos de HOMA-IR foram considerados como resisténcia insulinica quando
maiores que 2,71 (Sociedade Brasileira De Diabetes, 2023). Para a anélise de HOMA-
foi considerado normal quando os valores estiverem entre 167 e 175 sendo, resultados
abaixo ou acima considerados como algum grau de disfuncao (Wallace et al., 2004).
Além disso, foi solicitada a coleta de sangue em um tubo (9mL) heparinizado
para analise plasmatica de calprotectina, proteina de ligacdo de LPS (LBP), TNF-o, IL-
10. Imediatamente apos a coleta sanguinea, o tubo heparinizado foi centrifugado em
3000rpm por 10 minutos. Apds a centrifugagdo e fracionamento em eppendorffs, as
amostras foram congeladas, imediatamente em ultrafreezer a -80°C para posterior

analises.

5.8. QUANTIFICACAO DE MEDIADORES INFLAMATORIOS E DE
ENDOTOXEMIA METABOLICA

As concentragdes dos mediadores inflamatérios e dos sinalizadores de
endotoxemia metabolica foram quantificadas por ensaio imunoenzimatico ELISA (do
inglés, enzyme-linked immunosorbent assay) do tipo sanduiche, de acordo com as
instru¢des do fabricante. Para analise de TNF-a e IL-10 foram utilizados os kits da
Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA; e para calprotectina e LBP os da R&D
Systems, Mineapolis, MN, EUA. Todas as dosagens foram realizadas em placas de 96
pocos com metade da area.

A duragao dos testes ELISA foi de 3 dias e para dosagem de calprotectina e
LBP foi necessario realizar diluicao das amostras em 1:400 e 1:500, respectivamente. No
primeiro dia, as placas foram cobertas com anticorpo de captura, disponivel nos Kkits,
diluido em PBS (do inglés, Saline Buffer Phosphate) ¢ em seguida incubadas durante a
noite em temperatura ambiente. No segundo dia, inicialmente o contetido de cada placa
foi vertido e todas foram lavadas trés vezes com solucdo de PBS+Tween-20 ¢
posteriormente secas com papel toalha. Em seguida, para bloquear reagdes inespecificas
de cada anticorpo, foram utilizados reagentes preparados conforme orientagdo dos kits
(BSA — Albumin Bovine Serum + PBS a 1% para TNF-0, IL-10 e LBP; e
Tris+CaCl+NaCl+0,05%Brij® para calprotectina) por 1 hora em temperatura ambiente.
Apos este periodo as placas foram novamente vertidas e lavadas por 3 vezes para que a

amostra fosse adicionada as placas. Os primeiros 16 pocos de cada placa foram utilizados
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para curva padrdao e o branco, enquanto nos 48 pocos seguintes foram adicionadas as
amostras diluidas em PBS, ao final deste dia, as placas foram envoltas por papel filme e
armazenadas em temperatura de geladeira, 4°C, durante a noite. No terceiro dia, as placas
foram inicialmente vertidas e lavadas novamente com PBS+Tween-20 e em cada pogo
foi adicionada Estreptavidina-HRP diluida (exceto para IL-10, na qual foi utilizada
Avidina-HRP) para detec¢do de moléculas biotiniladas e em seguida armazenadas em
temperatura ambiente por 20 minutos. Transcorrido este tempo, as placas foram mais uma
vez vertidas e lavadas para posterior adi¢ao de solugdo de H202 (peroxido de hidrogénio)
+ tetrametilbenzidina. As placas foram mantidas em temperatura ambiente, sem
incidéncia direta de luz por até 30 minutos, para que atingissem a colora¢ao azul. Apds
este processo, as reagdes foram interrompidas com H2SO4 (4cido sulfurico) e as placas
lidas em espectrofotometro (SpectraMax M2, Molecular Devices, EUA) com ajuste de
densidade otica de 450nm.

Os limites de detecgao estabelecidos a partir da curva padrao de cada uma das
citocinas foi de:

e TNF-a:4 a500pg/mL

e IL-10:2a300pg/mL

e (Calprotectina: 93,8 a 6000pg/mL

e LBP: 0,781 a 50ng/mL

5.9. ANALISE ESTATISTICA

5.9.1. Calculo amostral

Para realizagdo do estudo, o tamanho da amostra foi de 33 individuos apds
realizagdo de calculo amostral obtido com auxilio do Software GPower (versao 3.1.9.4),
considerando um a de 0,05, um poder de 75% e um tamanho de efeito sobre a redugao
sérica de triglicerideos com o uso de 6mega-3 de 43%, obtido através de um estudo

anterior dos autores (Souza et al., 2020).
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5.9.2. Aleatorizacao da amostra

A alocacao dos voluntdrios nos grupos (6leo de peixe e 6leo de soja) foi
realizada a partir da randomizacdo feita por meio do software Microsoft Excel 365®; em
que os dois grupos possiveis foram alocados em uma célula da planilha apos a atribui¢o
de um numero para cada um. Em seguida, os tratamentos foram alocados por ordem
numérica em uma ordem de 1 a 24. A partir do momento em que o voluntario era
recrutado, o grupo que seria alocado era sorteado com auxilio do aplicativo Aleatorio

UX® versao Android.

5.9.3. Analise dos dados

Os resultados obtidos com as analises pré e pos-intervencao de cada grupo
foram testados quanto a normalidade por teste de Shapiro-Wilk e homogeneidade das
variancias por teste de Levene. Para os resultados com distribuicdo normal e igualdade
de variancia, os valores médios entre os grupos foram comparados por teste T-Student
para amostras pareadas. Ja os dados com distribui¢do nao paramétrica, as medianas foram
comparadas por teste U de Mann-Whitney. Para a comparacao de resultados entre os
tempos 1 e 3, foram utilizados teste T pareado para aqueles com distribuicdo normal e
teste de Wilcoxon para os dados com distribuicao nao paramétrica. Para as analises de
correlagdes foi empregado o coeficiente de correlacio de Spearman, por meio do
programa Statistical Package for the Social Science® (SPSS®) versao 27.0.1.0.
Finalmente, ap6s as andlises estatisticas, os dados foram apresentados em formatos de
graficos e tabelas, sendo os graficos produzidos com auxilio do programa Microsoft

Excel®.
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6. RESULTADOS

6.1. RECRUTAMENTO

Entre os meses de setembro de 2022 e dezembro de 2023, vinte e cinco
individuos atenderam aos critérios de elegibilidade e iniciaram o protocolo de estudo, no
entanto, um precisou ser excluido por nio ter usado corretamente as capsulas ofertadas,
conforme demonstrado na figura 3. Cada grupo de intervengdo foi composto por 12

individuos aleatoriamente alocados.

Figura 3 — Fluxograma de selecdo de voluntarios para o estudo

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

A 4

Nao atenderam aos critérios de inclusdo (n = 144)

\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) ¢
- Multiplas medicagdes (n = 4) ¢
- Dois ou mais critérios associados (n = 4)
- Desistiram de participar (n = 6) ©

A4

Incluidos no estudo (n = 25)

»| Nio seguiram o protocolo corretamente (n = 1)

\4

Finalizaram o estudo (n = 24)

# Individuos que possuiam prescricdo médica de metformina, mas interromperam o uso por conta propria ou a
medicagdo foi suspensa pelo médico antes da entrevista online. ® Uso de hipoglicemiante associado & metformina,
exceto sulfoniluréias; ¢ Individuos que residiam em outras cidades, sem possibilidade de deslocamento para os
encontros presenciais; ¢ Uso de multiplas medicag¢des que poderiam interferir nos resultados do estudo. ¢ Individuos
que desistiram de participar do estudo apos explicagdo do protocolo a ser seguido. AINES: Anti-inflamatdrios ndo
esteroidais

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)
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Dentre os critérios para nao inclusao dos voluntarios no estudo a partir do
preenchimento inicial do questionario online de recrutamento, o IMC elevado (acima de
35kg/m?) e o ndo uso de metformina foram os mais prevalentes. Além disso, vinte e seis
individuos eram idosos (idade superior a 60 anos) e mais vinte e seis ndo atendiam a dois

ou mais critérios de elegibilidade, conforme demonstrado na tabela 1.

Tabela 1 — Critérios para nao sele¢do dos voluntarios para entrevista online

Critérios n

IMC > 35kg/m? 31
Nao estavam em uso de metformina 29
Idade > 60 anos 26
Utilizagdo de outras medicac¢des que pudessem interferir nos resultados do 14
estudo (Fibratos, AINES)

Impossibilidade de comparecimento aos encontros presenciais * 9

Uso de outras medicagdes para DM2 ** 9

Presenca de dois ou mais critérios para nao inclusao 26
Total 144

AINES: Anti-inflamatdrios ndo esteroidais; * Falta de disponibilidade de horario, residéncia em outro municipio;
** Individuos em uso de insulina, dopaglifozina ou semaglutida.

6.2. CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Dos vinte e quatro individuos incluidos no estudo, a maioria era do sexo
feminino (n=15; 62,5%), com sobrepeso (n=13; 54,2%), porém com risco muito
aumentado para doencas cardiovasculares conforme a medida do perimetro da cintura
(n=21; 87,5%). Além disso, a maior parte dos individuos utilizava exclusivamente a
metformina (n=20; 83,3%) como medicacdo para controle glicémico, apresentavam
glicemia acima de 99mg/dL (n=19; 79,2%) e hemoglobina glicada acima de 5,7% (n=15;
62,5%). Em relacdo ao perfil lipidico, metade dos voluntérios apresentava colesterol total
alterado, dezenove apresentavam baixos niveis de HDL (79,2%) e dezenove (79,2%)
apresentavam valores de LDL acima do recomendado a partir da analise de estratificagao

de risco cardiovascular (Tabela 2).
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Tabela 2 — Caracteristicas gerais dos individuos no inicio do estudo (T1).

Total Oleo de Peixe Oleo de Soja
n (%) n (%) n (%)

Género

Feminino 15(62,5) 8(66,7) 7(58.,3)

Masculino 9(37.5) 4(33,3) 5(41,7)
IMC

Sobrepeso 13(54,2) 6(50,0) 7(58,3)

Obesidade 11(45,8) 6(50,0) 5(41,7)
Perimetro da Cintura

Risco aumentado 3(12,5) 1(8,3) 2(16,7)

Risco muito aumentado 21(87,5) 11(91,7) 10(83,3)
IPAQ

Sedentario 9(37.5) 5(41,7) 4(33.,3)

Irregularmente Ativo 4(16,7) 2(16,7) 2(16,7)

Ativo 8(33.3) 3(25) 5(41,7)

Muito Ativo 3(12.5) 2(16,7) 1(8,3)
Hipoglicemiantes

Metformina 20(83,3) 10(83,3) 10(83,3)

Metformina + Sulfonilureia 4(16,7) 2(16,7) 2(16,7)
Glicemia

Normal 5(20,8) 1(8,3) 4(33.,3)

Pré-diabetes 9(37,5) 5(41,7) 4(33,3)

Diabetes 10(41,7) 6(50,0) 4(33.,3)
HbA1C

Normal 9(37.5) 5(41,7) 4(33.,3)

Pré-diabetes 7(29.,2) 2(16,7) 5(41,7)

Diabetes 8(33.3) 5(41,7) 3(25,0)
HOMA-IR

Normal 10(41,7) 4(33,3) 6(50,0)

Alterado 14(58,3) 8(66,7) 6(50,0)
HOMA-p

Fungdo baixa 23(95,8) 11091,7) 12(100,0)

Fungdo excessiva 1(4,2) 1(8,3) -
Estatinas

Sim 5(20,8) 3 (25,0) 2 (16,7)

Nao 19 (79,2) 9(75,0) 10 (83,3)
Colesterol Total

Desejavel 12(50,0) 4(33.3) 8(66,7)



Limitrofe 6(25,0) 3(25,0) 3(25,0)

Alto 6(25,0) 5(41,7) 1(8,3)
LDL

Desejavel 5(20,8) 2(16,7) 3(25,0)

Acima da meta 19(79,2) 10(83,3) 9(75,0)
HDL

Alto risco 3(12.5) 1(8,3) 2(16,7)

Risco moderado 16(66,7) 7(58,3) 9(75,0)

Baixo risco 5(20,8) 4(33,3) 1(8,3)
Triglicerideos

Normal 15(62,5) 8(66,7) 7(58.,3)

Alterado 9(37.5) 4(33,3) 5(41,7)
Risco Cardiovascular*

Muito alto 1(4,2) 1(4,2) 0

Alto 8(33.3) 1(8,3) 7(58.,3)

Intermediario 13(54,2) 7(58.3) 5(41,7)

Baixo 2(8,3) 2(8,3) 0

IMC: indice de massa corporal; IPAQ: Questionario Internacional de Atividade Fisica; Hb1AC:
hemoglobina glicada; LDL: lipoproteina de baixa densidade; HDL: lipoproteina de alta densidade;
*Risco cardiovascular segundo a Diretriz de Preveng@o Cardiovascular da Sociedade Brasileira de
Cardiologia (2019).

Em relagdo a idade, os vinte e quatro individuos incluidos no estudo tinham
em média 50,04+7,39 anos (variando entre 29 e 59 anos); ndo havendo diferenca
estatistica entre grupos. O tempo de intervengao e a dose ofertada de 6leo por peso
corporal também nao diferiu entre os grupos. Além disso, como demonstrado na tabela 3,
os parametros antropométricos e de composi¢ao corporal entre os grupos, antes e apos a

intervencdo, também ndo apresentaram diferengas estatisticas.
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Tabela 3 — Comparagao de medidas antropométricas e composi¢cdo corporal entre os
tratamentos com 6leo de peixe e 6leo de soja nos diferentes tempos (T1 e T3)

Oleo de Peixe Oleo de Soja

(n=12) pl (n=12) rl p2
MédiatDP Med(11Q) MédiatDP Med(11Q)
Idade (anos) 49,2546,89  49,00(13,0) 50,83+8,09 53,50(7,0) 0,836¥
Intervencio
Duragéo (dias) 57,83£2,21 57,00(3,80) 57,83£3,35 56,00(4,80) 0,208¥
Dose(mL)/Peso(kg) 0,05+0,01 0,05(0,01) 0,05+0,01 0,05(0,01) 0,665*
Medidas Antropométricas
Estatura (m) 1,65+0,06 1,64(0,09) 1,64+0,09 1,63(0,11) 0,959¥
T1  83,42+10,06 81,55(9,3) 79,64+10,16 81,65(16,4) 0,758¥
Peso (kg) 0,207+ 0,707+
T3  83,93+10,41  81,35(10,9) 79,37+10,95 84,60(17,6) 0,623¥
Tl 30,63+2,69 31,08(5,4) 29,5642,45 29,37(4,7) 0,686*
IMC (kg/m?) 0,211+ 0,248%
T3 30,81+2,83 30,94(5,1) 29,19+2,44 28,89(4,9) 0,515*
T1  103,40+£7,12  103,25(9,5) 101,76+7,25  102,08(13,6) 0,912¥
PC (cm) 0,225+ 0,894%
T3  104,13+6,92  103,45(8,0) 100,49+7,99  101,10(14,55) 1,000*
T1 0,57+0,04 0,57(0,08) 0,58+0,03 0,56(0,06) 0,600¥
RCE 0,218+ 0,091%
T3 0,58+0,04 0,58(0,06) 0,56+0,03 0,57(0,06) 0,965*
Composicao Corporal
T1 36,63£7,52  37,95(11,6) 34,72+6,08 37,70(9,2) 0,408"
Gordura (%) 0,486* 0,182%
T3 36,20+6,31 37,85(9,7) 34,65+6,04 35,80(10,7) 0,798¥
T1 30,42+6,43 32,70(11,6) 27,48+4,99 27,40(7,3) 0,473¥
Gordura (kg) 0,743+ 0,172+
T3 30,25+5,71 31,85(10,5) 27,30+5,08 28,40(6,7) 0,636¥
T1 35,34+6,31 38,20(11,6) 33,77+4,02 35,75(5,4) 0,460"
GTronco (%) 0,896+ 0,142%
T3 35,45+5,08 36,15(9,8) 34,67+4,35 36,20(5,4) 0,689¥
T1 50,33£9,50  45,45(16,4) 49,5349,05 50,50(13,6) 0,534*
MMusc (kg) 0,432% 0,268+
T3 50,96+£9,05  46,75(15,4) 49,4449 51 48,80(16,2) 0,859*

Med: Mediana; DP: desvio padrdo; IIQ: Intervalo interquartil; IMC: indice de massa corporal; PC: Perimetro da

Cintura; RCE: Relacdo Cintura/Estatura; GTronco: Gordura do Tronco; MMusc: Massa Muscular; p/: Comparagio

das variaveis do mesmo tratamento entre os diferentes tempos T1 e T3 (i: Teste de Wilcoxon e L: Teste T para

amostras pareadas); p2: Comparagdo das varidveis entre os tratamentos (¥: Teste T de Studant e +: Teste U de Mann-

Whitney). * Diferenca estatistica entre T1 e T3 (p<0,05).

Em relagdo aos parametros bioquimicos relacionados a resisténcia insulinica,

nao foram observadas diferengas entre os grupos € nem no mesmo grupo antes € apos a

intervengdo. Sobre o perfil lipidico, foi observado que os integrantes do grupo o6leo de
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soja apresentavam menores valores de colesterol total em relacdo aos do grupo oleo de

peixe (p=0,014) e esta diferenca se manteve mesmo apds a intervengdo (p=0,005). Os

niveis de LDL também se diferiram entre os grupos no momento inicial (p=0,019) e a

diferenca foi mantida ao final do estudo (p=0,028). A avaliagdo da funcao hepatica

indicou que as intervengdes nao afetaram significativamente os niveis de AST, ALT e

GGT, no entanto, mesmo nao tendo sido mantida, foi observado uma diferenga nos niveis

de ALT no inicio do estudo entre os grupos (p=0,004) (Tabela 4).

Tabela 4 — Comparagdo dos parametros bioquimicos entre os tratamentos com 6leo de
peixe e 6leo de soja nos diferentes tempos (T1 e T3)

Oleo de Peixe

Oleo de Soja

1 2
(n=12) pl (n=12) P P
Média+DP Med(11Q) Média+DP Med(11Q)
Glicemia ~ T1  133,08433,65  129,5(41,5) ot 124,50430,70  113,5(51,5) ool 0,940
(mg/dL) T3 133,50£52,76  120,5(53,5) ’ 116,20420,62  112,0(30,3) ’ 0,657
Hb1AC Tl 6,28+1,27 5,9(1,8) 6,20+0,59 6,1(0,9) 0,511
0,128+ 0,614+
(%) T3 6,53+1,59 6,1(2,3) 6,26+0,67 6,1(1,0) 0,787
Insulina TI  14,17+13,06 10,1(7,8) 10,23+4,29 9,9(7,2) 0,515
0,657¢ 0,462+
(wU/mL) T3 13,92+8,06 11,7(8,7) 12,07+5,86 11,5(11,1) 0,594*
T1 4,50+4,62 3,2(2,1) 3,2542,07 2,4(3,0) 0,286
HOMA-IR 0,424 0,875
T3 4274231 3,6(3,9) 3,5342,15 3,1(3,6) 0,662
TI 869546779  64,2(109,9) 67,59+30,80 67,4(33.,9) 0,246
HOMA-B 0,477¢ 0,241+
T3 103,82+92,64  80,3(96,9) 84,54+39,25 76,4(65,1) 0,897*
CT Tl  236,08£52,69  244,0(86,8)" 180,00452,36  194,0(48,0)" 0,020
0,386+ 0,074+
(mg/dL) T3 24575+43,65  250,5(76,8) 197,40427,24  198,5(53,0)° 0,013
LDL Tl  147,5044595  159,5(66,3) 112,30+21,78  115,0(34,0)° 0,022¥
0,725+ 0,170+
(mg/dL) T3 150,58+42,73  151,0(46,0)° 118,30+29,28  112,5(67,5)° 0,040
HDL Tl 54,58+12,49 52,0(17,8) 46,5011,75 47,0(17,0) 0,181
0,198+ 0,403+
(mg/dL) T3 57,33+13,55 57,0(15,8) 47,30413,40 44,5(23,5) 0,180
TG T1  170,58+110,3  134,0(112,3) . 155,90+63,67  149,5(108,0) 0567 0,897*
(mg/dL) T3  189,58+124,1  163,0201,8) 151,80+46,38  166,0(75,8) ’ 0,817
AST T1  43,33+57,14 25,0(11,3) 23,40+6,67 21,0(11,3) 0,055
0,593 0,126¢
(U/L) T3 43,33+50,96 26,0(16,8) 28,30+13,04 23,0(10,5) 0,122+
ALT Tl 50,67+78,67 26,0(16,5)* 19,10+8,03 18,0(4,8)* 0,021*
0,929¢ 0,329¢
(mg/dL) T3 52,25+63,93 27,0(36,3) 22,40+9,32 20,5(13,5) 0,146
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GGT
(U/L)

Tl  4550+51,51 29,5(22,5) 43,40+32,81 30,5(40,5)
0,099¢
T3  57,83+71,53 29,5(48,5) 41,40+28,54 32,0(39,3)

0,408"
0,696"

Med: Mediana; DP: Desvio padrio; IIQ: Intervalo interquartil; Hb1AC: Hemoglobina glicada; CT: Colesterol total;
LDL: Lipoproteina de baixa densidade; HDL: Lipoproteina de alta densidade; TG: Triglicerideos; AST: Aspartato
aminotransferase; ALT: Alanina aminotransferase; GGT: Gama glutamiltransferase; T1: Momento inicial; T3:
Momento final; pI. Comparagdo das variaveis do mesmo tratamento entre os diferentes tempos T1 € T3 (f: Teste de
Wilcoxon e L: Teste T para amostras pareadas); p2: Comparagdo das varidveis entre os tratamentos (¥: Teste T de
Studant e +: Teste U de Mann-Whitney). * Diferenca estatistica entre T1 e T3 (p<0,05);  Diferenca estatistica entre

grupos no T1 (p<0,05); ®: Diferenca estatistica entre grupos no T3 (p<0,05).

A ingestdo alimentar avaliada pelo registro alimentar no momento inicial e
final, nao foi significativamente diferente para nenhum dos parametros avaliados, apenas
no grupo oleo de soja que foi observado um aumento significativo de acidos graxos
monoinsaturados (p=0,017) ao final do estudo quando comparado com o quantificado no
inicio. Porém entre os grupos, nenhum dos parametros avaliados foi significante,
demostrando que na amostra avaliada, a alimentagdo foi semelhante entre os diferentes
tratamentos ¢ se manteve como o padrao habitual conforme foi solicitado pelos

pesquisadores (Tabela 5).

Tabela 5 — Comparacdo da ingestdo alimentar entre os tratamentos com 6leo de peixe e

oleo de soja nos diferentes tempos (T1 e T3)

Oleo de Peixe Oleo de Soja
(n=12) pl (n=12) pl p2
Média+DP Med(11Q) Meédia+DP Med(11Q)

Energia T1  1679,1+450,6  1760,3(729,3) 0.799° 1861,9+535,1  1923,1(704,8) 0.1804 0,349*
(kcal) T3  1735,7+674,4  1544,7(507,0) ’ 1629,7+484,5  1544,4(507,0) ' 0,829"

T1 217,1+£88.4 204,9(174,9) 232,3+73,3 236,3(90,1) 0,466*
CHO (g) 0,662+ 0,426+

T3 202,8+61,5 187,8(123,2) 202,8+61,5 187,8(123,2) 0,817%

T1 76,9+26,3 75,7(42,3) . 87,5£31,7 91,6(36,9) 0,319*
PTN (g) 0,959+ 0,094+

T3 79,4+45,9 67,9(30,9) 79,4+45.9 67,9(30,9) 0,696"

T1 55,6+18,8 51,9(26,7) . 64,7+22,5 67,7(39,2) 0,488
LIP (g) 0,721+ 0,094+

T3 67,5+41,8 63,4(20,8) 67,5+41,8 63,4(20,8) 0,696"

T1 50,3£11,0 52,3(19,0) 50,7+5,7 49,4(11,4) 0,683*
CHO (%) 0,825+ 0,804+

T3 49,7+10,5 46,8(17,2) 49,7+10,5 46,8(17,2) 0,967*

T1 19,1447 19,3(8,1) 18,5+2,4 18,5(4,5) 0,946*
PTN (%) 0,221+ 0,466+

T3 17,6+3,8 16,8(6,6) 17,6+3.,8 16,8(6,6) 0,252¥
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T1 30,649.4 27,7(12,3) 30,8+5,1 32,7(10,3)

LIP (%) 0,643+ 0,680*
T3 32,3£7,6 33,3(13,7) 32,3£7,6 33,3(13,7)
T1 17,967 15,7(11,5) 20,4484 21,6(14,6)"

AGMI(g) 0,646 0,007
T3 2254164 22,1(13,4) 22.5:164 22,1(13.4)
T1 8,7+£3,5 8,3(5,3) . 12,1+4.9 14,6(8,6)

AGPI (g) 0,575+ 0,121+
T3 10,8+7,8 7,7(5,7) 10,8+7,8 7,7(5,7)
Tl 19.846.3 18,0(8,1) 22,1492 21,2(14,1)

AGS (2) 0,878% 0,646}
T3 224+412,5 19,6(8,9) 22.4+12,5 19,6(8,9)
TI 285142174  237,1(214,7) 3483+203,5  346,7(268,6)

Colest (g) 0,241% 0,247+
T3 340,9+183,5 342,9(290,5) 340,9+183,5 342,5(290,5)
TI  19,0£11,6 18,4(15,6) 22.9+10,1 20,4(13,5)

Fibras (g) 0,285% 0,570+
T3 1994143 14,2(14,5) 19,9+14.2 14,2(14,5)

Med: Mediana; DP: desvio padrao; I1Q: Intervalo interquartil; T1: momento inicial; T3 momento final; p/: Comparacao
das variaveis do mesmo tratamento entre os diferentes tempos T1 e T3; CHO: Carboidratos; PTN: Proteinas; LIP:
Lipideos; AGMI: Acidos graxos monoinsaturados; AGPI: Acidos graxos poli-insaturados; AGS: Gordura saturada;
Colest: Colesterol; pI: Comparagdo das varidveis do mesmo tratamento entre os diferentes tempos T1 e T3 (§: Teste

de Wilcoxon ¢ L: Teste T para amostras pareadas); p2: Comparagdo das varidveis entre os tratamentos (¥: Teste T

de Studant e +: Teste U de Mann-Whitney). * Diferenga estatistica entre T1 e T3 (p<0,05).

6.3. SINTOMAS GASTROINTESTINAIS

O questionario de sintomas gastrointestinais foi aplicado no inicio e ao final
do tratamento com a finalidade de observar mudancas na percepcao individual sobre dor
abdominal, refluxo, indigestao, diarreia e constipa¢dao. Foi observado que niao houve
diferenca estatistica entre os tratamentos para nenhum dos sintomas avaliados em nenhum
dos dois momentos, porém no grupo 6leo de peixe houve redugdo da pontuacao atribuida
para dor abdominal (p=0,022), significando que houve diminui¢do da percepcao deste
sintoma ao final do acompanhamento. No grupo que recebeu 6leo de soja, foi observado
diferenga estatistica (p=0,043) para o sintoma de indigestdo, sendo atribuida menor

pontuagdo para esse sintoma ao final do tratamento (Tabela 6).
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Tabela 6 — Comparacao entre grupos oleo de peixe e oleo de soja dos valores dos
dominios (dor abdominal, refluxo, indigestdo, diarreia, constipacdo) e da soma total da
escala de sintomas gastrointestinais GSRS em T1 e T3.

Oleo de Peixe Oleo de Soja
(n=12) pl (n=9) pl p2
Média+DP  Med(IIQ) MédiatDP  Med(IIQ)

Dor TI 2225111 1,84(1,67) 1,8740,67  2,00(1,42) 0,369*

. . 0,042 0,140+
abdominal T3  13340,54  1,33(0,84) 1,674049  1,67(0,84) 0,457
TI 2174127  1,75(2,00) 1,4540,55  1,25(1,00)" o 0,181"

Refluxo 0,107% 0,014*
T3 1,50£0,56  1,50(0,50) 2,051,001 2,00(1,13)" 0,054"
TI  2,65:1,17  2,75(1,88) O 2,65¢124  3,00(1,88) 0,994*

Indigestao 0,271% 0,253+
T3 2204106  2,13(1,19) 2,38£1,00  2,13(1,06) 0,791*
TI  2,53£1,40  2,00(2,84) 2,30£1,18  2,17(1,76) 0,685

Diarreia 0,204+ 0,778+
T3 2,14£1,08  1,67(1,92) 2,20£0,65  2,17(1,08) 0,887
TI 2,781,663  2,50(2,58) 2,17£1,15  1,84(2,08) 0,313

Constipagao 0,120+ 0,706+
T3 233115  2,00(1,83) 2365120  2,50(1,67) 0,950
T1 37,50+15,34 36,0(24,3) 32,50+9,19 30,0(16,5) 0,358¥

Total 0,051+ 0,948+
T3 30,00£11,05 26,5(14,5) 32,30+5,25 32,5(9,25) 0,531%

Med: Mediana; DP: desvio padréo; 11Q: Intervalo interquartil; T1: momento inicial; T3 momento final; p/: Comparagio
das variaveis do mesmo tratamento entre os diferentes tempos T1 e T3 (i: Teste de Wilcoxon e L: Teste T para

amostras pareadas); p2: Comparagédo das variaveis entre os tratamentos (¥: Teste T de Studant e +: Teste U de Mann-

Whitney). * Diferenca estatistica entre T1 e T3 (p<0,05).

6.4. ENDOTOXEMIA METABOLICA E INFLAMACAO

Na amostra analisada foi observado, em relagdo as citocinas inflamatorias ¢
anti-inflamatdrias, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos em nenhum dos tempos
T1 e T3. Além disso, também nao foram observadas diferencas antes e ap0ds a intervengao
dentro de cada grupo individualmente (Tabela 7).

Outro ponto observado, foi que no momento inicial (T1), os grupos se
diferiram apenas em relagdo aos niveis de LBP (p=0,004), indicando que os individuos
do grupo 6leo de peixe apresentavam maiores valores de LBP em relagao ao grupo 6leo
de soja. Porém esta diferenga nao foi mantida apds a intervengao.

Além disso, ao comparar as medianas dentro de cada grupo nos diferentes

momentos (T1 e T3), observamos que apenas no grupo 6leo de soja houve aumento
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significativo de LBP apo6s a intervengao, sendo que o aumento observado no grupo dleo

de peixe nao foi significativo.

Tabela 7 — Comparacao entre grupos oleo de peixe e 6leo de soja em T1 e T3 dos
indicadores de inflamag¢ao e endotoxemia metabolica.

Oleo de Peixe

Oleo de Soja

(n=12) pl (n=12) pl  p2
Média+DP Med(1IQ) MédiatDP  Med(1IQ)
TNF-a Tl  5,07+043 5,02(0,67) 5,00£0,34  4,89(0,57) 0,680
0,182 0,272

(pg/mL) T3  6,0942,37 5,14(0,55) 5,55+1,11 5,09(1,51) 0,729*
IL-10 Tl 5,0943,96 4,17(4,40) 0,037 11,45¢133  4,70(17,83) 0,488"
(pg/mL) T3 4,1043,40 2,87(6,05) 6,69£7,29  3,65(7,58) 0,282¥
LBP Tl 5914356 4,54(6,37)" 0388 237+1,98  1,46(2,76)"" 0,004
(ng/mL) T3  14,06£23,16  6,04(12,14) 1435+16,49  6,91(19,86)" 0,583
Calprotectina T1  3,60+2,88 2,65(2,83) o155 3254198  2,70(2,22) 0,954*
(ug/mL) T3 2,.22+1,60 1,55(2,53) 2,02£1,18  2,20(2,25) 0,741¥

Med: Mediana; DP: desvio padrdo; I1Q: Intervalo interquartil; T1: momento inicial; T3 momento final; TNF-a: Fator
de Necrose Tumoral a; IL-10: Interleucina 10; LBP: Lipoproteina de ligagdo de lipopolissacarideo; p1: Comparagio
das varidveis do mesmo tratamento entre os diferentes tempos T1 e T3 pelo teste de Willcoxon; p2: Comparagdo das

variaveis entre os tratamentos (¥ Teste T de Studant e + Teste U de Mann-Whitney). * Diferenga estatistica entre T1 €

T3 (p<0,05). *: Diferenga estatistica entre grupos no T1 (p<0,05).

Os valores basais e finais de LBP plasmatica foram correlacionados com
parametros antropométricos, de composicdo corporal, bioquimicos, inflamatérios e
alimentares. A andlise de correlagdo entre a pardmetros acima e abaixo da mediana das
concentragdes plasmaticas de LBP demonstraram que no nimero total de individuos
(n=24), houve correlacao positiva com IMC (r=0,406; p=0,049), percentual de gordura
corporal (r=0,463; p=0,023); percentual de gordura na regido do tronco (r=0,411;
p=0,046), colesterol total (r=0,481; p=0,017) e TNF-a (r=0,488; p=0,016). Além disso,
houve correlagao negativa a citocina anti-inflamatoria IL-10 (r=-0,513; p=0,010) (Tabela
8). Considerando a calprotectina como um parametro inflamatoério, também foram
avaliadas as correlagdes com os mesmos parametros, porém sé foi identificada uma

correlacdo negativa nos niveis de HDL colesterol (r=0,482; p=0,017).
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Tabela 8 — Correlagdo entre as concentracdes plasmaticas de proteina de ligacao de
lipopolissacarideos (LBP) e Calprotectina com varidveis antropométricas, de composi¢cao

corporal, parametros bioquimicos, inflamatorios no momento inicial (T1).

LBP Calprotectina
(n=24) (n=24)
r P r p

Antropometria

Peso (kg) 0,023 0,913 0,354 0,090

IMC (kg/m?) 0,406* 0,049 0,122 0,571

PC (cm) 0,191 0,370 0,308 0,144

RCE 0,366 0,079 0,210 0,326
Composi¢io Corporal

Gordura Total (%) 0,463* 0,023 -0,250 0,239

Gordura no Tronco (%) 0,411* 0,046 -0,094 0,662

Massa Muscular (kg) -0,145 0,498 0,426 0,052
Parametros Bioquimicos

Glicemia (mg/dL) 0,063 0,768 0,134 0,534

Hb1AC (%) 0,253 0,232 -0,147 0,492

HOMA-IR 0,203 0,342 0,118 0,582

CT (mg/dL) 0,481* 0,017 -0,257 0,226

LDL (mg/dL) 0,381 0,067 -0,261 0,218

HDL (mg/dL) 0,258 0,223 -0,482%* 0,017

TG (mg/dL) 0,197 0,357 -0,070 0,744
Parimetros Inflamatorios

TNF-a (pg/mL) 0,488* 0,016 -0,105 0,626

IL-10 (pg/mL) -0,513* 0,010 0,097 0,651

Calprotectina (ug/mL) -0,156 0,468 - -

LBP (ug/mL) - - -0,156 0,468

IMC: Indice de Massa Corporal; PC: Perimetro da cintura; Relagdo Cintura/Estatura; Hb1AC:
Hemoglobina glicada; CT: Colesterol Total; LDL: Lipoproteina de Baixa Densidade; HDL:
Lipoproteina de Alta Densidade; TG: Triglicerideos; TNF-a: Fator de Necrose Tumoral a; IL-
10: Interleucina 10; IL-6: Interleucina 6; r: Coeficiente de correlagdo de Spearman; p: nivel de

significancia (p<0,05); *: Diferenca estatistica.
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7. DISCUSSAO:

No presente estudo foram avaliados 24 individuos com sobrepeso ou
obesidade grau I, resistentes a insulina em uso de metformina ou metformina associada a
sulfonilureias. Nossos voluntarios foram divididos em 2 grupos de forma aleatdria e
randomizada, de forma que foram ofertados 4g de oleo de peixe (2,4g de EPA+DHA)
para um grupo ¢ a mesma quantidade de 6leo de soja para outro, por 8§ semanas, com o
objetivo de avaliar os efeitos da suplementacdo de 6leo rico em acidos graxos EPA e
DHA sobre parametros relacionados a endotoxemia metabolica nestes individuos. Apesar
da suplementacao com o6leo de peixe rico em acidos graxos Omega-3 ser objeto de estudo
de varias pesquisas cientificas por seus efeitos potenciais na endotoxemia metabdlica, os
resultados do presente estudo ndo foram capazes de demonstrar diferengas significativas
entre o grupo suplementado com 6leo de peixe e com 6leo de soja. No entanto, foram
encontradas correlagdes dos niveis de LBP plasmaticos com parametros antropométricos
(IMC), de composi¢ao corporal (percentual de gordura total e na regido do tronco),
bioquimicos (colesterol total) e inflamatdrios/anti-inflamatorios (TNF-a e IL-10).

Até o presente momento, estd bem estabelecido que a permeabilidade
intestinal ¢ afetada na obesidade, contribuindo para a endotoxemia metabdlica e,
consequentemente, para a exacerbagdo da inflamagao de baixo grau. A disfuncdo da
barreira intestinal com aumento de permeabilidade leva a um aumento nos niveis
circulatorios de LPS (Kaliannan et al., 2015; Kinashi; Hase, 2021). Porém, devido as
dificuldades documentadas na medi¢ao do LPS em fluidos biologicos, a proteina ligadora
de LPS — LBP, tem sido proposta como um marcador clinico de endotoxemia (Sun ef al.,
2010; Gonzalez-Quintela ef al., 2013; Metz et al., 2023). Desta forma, optamos por usar
neste estudo a dosagem plasmatica do LBP como marcador desta condi¢gdo em nossos
individuos. Vale ressaltar também, que estudos sobre a distribui¢do de LBP na populacgao
em geral sdo escassos e, portanto, ndo existem pontos de corte especificos desta proteina
para diagndstico e classificagdo da condi¢do de endotoxemia (Gomes et al., 2017). No
estudo transversal realizado por Gonzalez-Quintela et al. (2013), com 420 individuos
adultos, foi identificada uma mediana de 6,46 ng/mL naqueles com idades entre 18 e 50
anos ¢ 7,58 ug/mL para aqueles com mais de 50 anos. Os autores também observaram
uma tendéncia de aumento das concentracdes de LBP com o aumento das categorias de
IMC (mediana de 7,29 png/mL para individuos com sobrepeso e 7,75 pg/mL para aqueles

com obesidade) (Gonzalez-Quintela et al., 2013). Ainda neste estudo, os autores
52



encontraram correlagao dos valores de LBP com citocinas inflamatorias, como IL-6 (mas
nao com TNF-a; r=0,125 e p=0,01) e com enzimas hepaticas ALT e GGT, sendo que a
correlacdo entre LBP e GGT foi mais forte em individuos obesos do que aqueles com
sobrepeso (r=0,215 e p=0,01 versus r=0,103 e p=0,16) (Gonzalez-Quintela et al., 2013).

Um outro estudo, conduzido por Metz et al. (2023) em 40 mulheres com
eutrofia ou sobrepeso, foram identificados maiores concentragdes de LBP naquelas com
sobrepeso, com correlacdo moderada entre a proteina e o IMC (r=0,435 e p=0,005) ¢ a
citocina inflamatoria IL-6 (r=0,338 e p=0,033). Em nossa amostra os valores de mediana
encontrados de LBP no momento inicial foram menores do que outros estudos analisados
(3,08 ng/mL versus 6,46 ng/mL), porém ainda assim, conseguimos encontrar correlagdes
positivas moderadas com o IMC (r=0,406; p=0,049), percentual de gordura corporal
(r=0,463; p=0,023), percentual de gordura na regido do tronco (r=0,411; p=0,046),
colesterol total (r=0,430; p=0,036) e TNF-a (r=0,488; p=0,016) e correlagdes negativas
com IL-10 (r= -0,459; p=0,024). Estes resultados demonstram que mesmo encontrando
valores plasmaticos relativamente menores do que os observados em outros estudos, as
alteracdes de LBP identificadas em nossa amostra foram correlacionadas com variaveis
inflamatorias, lipidicas e de composi¢do corporal, corroborando com os resultados de
estudos que demonstram que a exposicao cronica ao LPS pode estar associada ao aumento
do risco para desenvolvimento de doencas cardiovasculares (Asada et al., 2019).

Além disso, apesar da randomizagao dos grupos nao ter sido capaz de manter
os grupos pareados em relagdo as medianas de LBP no grupo 6leo de peixe e de soja (4,54
ng/mL versus 1,46 ng/mL), apds o tratamento essas diferengas deixaram de existir. No
entanto o aumento nas concentragcdes de LBP no T3, s6 foi realmente significativo para o
grupo o0leo de soja (p=0,006). Resultados semelhantes foram encontrados por Awoyemia
et al. (2019), em um estudo prospectivo, randomizado, composto por 484 homens idosos.
Neste estudo, os participantes foram randomizados para quatro grupos: i) aconselhamento
dietético; ii) suplementacdo com 2,4g de 6mega-3 (35% EPA e 20% DHA); iii) ambas as
intervengoes associadas ou iv) placebo (2,4g de 6leo de milho), por 36 meses. Em relagao
aos niveis de LBP, foram identificados aumentos significativos em todos os grupos,
independente da intervengao proposta, sem ter havido diferenga significante entre os
grupos que receberam 6mega-3 ou orientacdo alimentar e seus respectivos controles. No
entanto, os autores identificaram que individuos com concentragdes plasmaticas acima da

mediana tiveram risco aumentado, quase 2 vezes, para o desenvolvimento de eventos
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cardiovasculares, reforgando a hipotese de que valores circulatorios reduzidos de LBP e
consequentemente de LPS sdo desejaveis.

Em 2023, o estudo multicéntrico, randomizado e controlado, LIBRE-1
(Lifestyle Intervention Study in Women with Hereditary Breast and Ovarian Cancer),
teve o objetivo de testar o efeito de um programa de intervencao no estilo de vida com
foco na dieta mediterranea e aumento da atividade fisica, em 68 mulheres com alto risco
para cancer de mama e ovario, por 12 meses (Seethaler et al., 2023). Os autores
identificaram que a intervengao proposta, apos 1 ano foi capaz de aumentar a propor¢ao
plasmatica de 6mega-3 (DHA) e reduzir de dmega-6 (acido araquidonico), melhorando a
razdo Omega-3/-6 no grupo intervengdo. Além disso, ao final do estudo, observaram
reducdo de LBP plasmatica no grupo intervengdo, enquanto o grupo controle teve uma
redugdo nestes parametros ap6s 3 meses, mas retorno aos valores basais apos 12 meses
(Seethaler et al., 2023). Desta forma, ¢ importante ressaltar que os efeitos atribuidos aos
Oomega-3 sobre a permeabilidade intestinal e endotoxemia metabolica podem ser mais
proeminentes quando acompanhados de mudancgas no estilo de vida, com alteragdo de
habitos alimentares e de atividade fisica. Para os nossos voluntarios, solicitamos que nao
alterassem habitos alimentares e de atividade fisica, além disso, o tempo de intervengao
foi menor do que o de outros estudos, desta forma a auséncia de resultados expressivos
em nossa populacao pode estar relacionada a estes fatores.

Outro ponto que necessita ser discutido ¢ o fato de que medicagdes
hipoglicemiantes como a metformina, parecem reduzir os efeitos inflamatorios
provocados por LPS, ao aumentar os niveis de um peptideo antimicrobiano chamado
Proteina Bactericida/Aumentadora de Permeabilidade (do inglés,
Bactericidal/Permeability-Increasing Protein - BPI) (Gubern et al., 2006). Este peptideo
antimicrobiano ¢ capaz de se ligar ao LPS circulante assim como o LBP, ndo ativando
vias inflamatorias (Gomes et al., 2017). Desta forma o uso de metformina pelos
voluntarios de nosso estudo, pode ser um dos fatores responsaveis por niveis mais baixos
de LBP e citocinas inflamatorias.

E importante destacar que o questiondrio de sintomas gastrointestinais
(GSRS) foi aplicado em nossos voluntarios para avaliar possiveis transtornos percebidos
que pudessem desestimular o uso da suplementacdo de d6mega-3. A partir da analise do
GSRS, os voluntarios do grupo 6leo de peixe perceberam redugdo do sintoma “dor
abdominal” ao término do estudo, enquanto o grupo 6leo de soja identificou um aumento

do sintoma “refluxo”. O aumento da sensagdo de “refluxo” pode estar relacionado ao
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aumento, mesmo que discreto, de 6leo, uma vez que lipideos podem retardar o tempo de
digestao diminuindo o tempo de esvaziamento gastrico; além de poderem estimular a
producdo de acido cloridrico pelo estdmago, aumentando a acidez e em alguns casos,
estimularem o relaxamento do esfincter esofagico inferior (El-Serag et al., 2005). J& a
redu¢do da dor abdominal percebida por individuos do grupo 6leo de peixe, pode ter
associacdo com a ingestdo de Omega-3, Dai e colaboradores em 2023, utilizaram
randomiza¢do mendeliana para analisar a relacdo causal entre as concentragdes de acidos
graxos poli-insaturados circulantes, incluindo 6mega-3, 6mega-6, acido linoleico e DHA,
juntamente com a propor¢ao Omega-6:0mega-3 e dor em oito locais, incluindo dor
abdominal. Os autores foram capazes de identificar correlagdo negativa entre dmega-3 e
dor abdominal e pélvica, atribuindo este resultado a redu¢do da inflamagdo (Dai et al.,
2023).

Individuos com excesso de peso podem apresentar aumento de citocinas
inflamatorias como o TNF-0, devido ao grau de inflamagdo cronica subclinica. Além
disso, este aumento de citocinas pode prejudicar a sinalizacdo da insulina pela modulagao
pos-transducional dos substratos do seu receptor causando um quadro de resisténcia a
acdo deste hormodnio (Souza, 2018). Somado a este efeito, o aumento de TNF-a também
pode ser responsavel por induzir lipdlise nos adipdcitos, levando ao aumento de acidos
graxos livres, exacerbando o quadro inflamatorio (Souza, 2018; Li et al., 2022). Ademais,
diversos ensaios clinicos indicam que a suplementagao de dmega-3, principalmente de
fontes marinhas, pode afetar as concentragdes sé€ricas de biomarcadores inflamatoérios,
incluindo os niveis de TNF-a e IL-6, através da modulacdo da expressdo génica dessas
citocinas; alteracdo da producdo de mediadores inflamatérios, como os eicosanoides; e
estabilizacdo de membranas celulares com reducdo da producao de espécies reativas de
oxigénio (Khalili et al., 2021).

Apesar das diferentes vias de atuagdo do Omega-3 sobre parametros
inflamatorios terem sido estudadas, os resultados em humanos ainda sdo muito
heterogéneos. Em uma revisao sistematica conduzida por Rangel-Huerta et al. (2012),
foram revisados 26 estudos clinicos randomizados com suplementagao de dmega-3 ao
longo de 10 anos com individuos saudaveis e com doengas cronicas. Nos participantes
saudaveis ndo foram notados efeitos sobre citocinas inflamatdrias e nos individuos com
doengas cronicas, observaram reducdo de IL-6 apds aproximadamente 12 semanas de
suplementagdo, mas efeitos sobre TNF-a ndo foram similares (Rangel-Huerta et al.,

2012). Ja a meta-analise publicada por Li et al. (2014), incluindo 68 estudos clinicos
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randomizados, identificou reducao significativa de TNF-a e IL-6 em individuos saudéveis
(principalmente acima de 55 anos) e com doencas cronicas, porém a redugdo foi mais
eficaz em individuos ndo obesos. Em uma meta-analise mais abrangente, produzida por
Kavyani et al. (2022), incluindo 32 meta-analises com individuos de varias condi¢des de
saude, foram observadas reducdes nos niveis de TNF-a, porém o grau de heterogeneidade
entre os estudos foi maior do que 60%. Em nosso estudo, observamos que a
suplementagdo com o6leo de peixe ndo alterou os niveis de TNF-a. Isso pode ser devido,
em parte, ao nivel plasmatico de TNF-a no tempo inicial (5,07+£0,43pg/mL) ser similar
ao observado em individuos saudaveis em outros estudos (Bakker et al., 2023). Estes
niveis basais menores podem ter ocorrido em nossa populagdo pelo uso da metformina
como medicagdo hipoglicemiante, uma vez que alguns autores ja demonstraram efeitos
deste medicamento sobre parametros inflamatorios, como TNF-a (Fidan ez al., 2011; Tao
Zhu 1,2024). Além disso, ¢ importante ressaltar que as doses e o tempo da suplementacao
de 6mega-3, bem como a forma de dosagem das citocinas inflamatérias sdo muito
variadas, o que pode contribuir diretamente para a maioria dos achados nos marcadores
inflamatérios, uma vez que nao se sabe ao certo o tempo necessario para que haja
incorporagdao completa dos acidos graxos nos fosfolipideos de membrana e que alguns
métodos para andlise das citocinas sao mais sensiveis do que outros (Endres et al., 1989;
Ferguson et al., 2014; Natto et al., 2019).

Em nosso estudo também dosamos no plasma os niveis de calprotectina, um
heterodimero formado pelas proteinas S1I00A8/A9 capaz de auxiliar no recrutamento de
leucdcitos e facilitar o transporte de acido araquidonico e 4cidos graxos insaturados para
locais de inflamagdo (Jukic et al, 2021). Acredita-se que quando liberada
extracelularmente, a calprotectina contida no citosol de neutrofilos e mondcitos passe a
atuar como um DAMP, ativando a via do receptor TLR4, induzindo a secre¢dao de
citocinas inflamatoérias (Sprenkeler et al., 2022). Niveis elevados de SI00A8/A9 ja foram
detectados em pacientes com obesidade e DM2, Pedersen et al. (2014) identificaram uma
concentragdo plasmatica mediana de 3,754 pg/mL em 305 individuos com IMC acima de
32,2 £ 5,8 kg/m?, sendo 243 destes individuos com sindrome metabodlica. Além disso,
estes autores identificaram correlacdo positiva destes valores com IMC, peso,
circunferéncia da cintura e do quadril, insulina de jejum ¢ HOMA-IR e negativa com
HDL colesterol indicando que hd aumento deste heterodimero em relacdo a uma
populagdo de referéncia nao obesa e nao resistente (Pedersen et al., 2014). Em nossos

achados, os niveis basais de calprotectina foram menores (2,654 pg/mL versus 3,754
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png/mL), mas ainda assim foi possivel identificar uma correlagdo inversa com niveis de
HDL colesterol.

Apesar de, em nosso estudo, nao termos identificado diferencas significativas
nos valores de calprotectina plasmatica ap6s a suplementacdo com Omega-3, estudos
avaliando esta interagdo tém surgido na ultima década. Shah et al. (2017) observaram que
a suplementacgdo de 6mega-3 levou expressao aumentada de SI00A8 e A9 em adipocitos
em resposta a um estimulo agudo de LPS e no cendrio de inflamagao cronica, porém estes
dados foram associados a uma reducdo na resposta inflamatoria em individuos obesos.
As explicagdes para este fato ainda precisam ser elucidadas, porém um possivel
mecanismo ¢ que os Omega-3 podem ser capazes de se ligar ao heterodimero levando ao
seu sequestro para o interior dos adipocitos, ocasionando um aumento no recrutamento
de macrofagos e uma resolugao mais rapida da inflamagao sist€émica (Shah et al., 2017).
Além disso, os dmega-3 podem regular negativamente SIO0A8 ¢ A9 em monocitos e
macrofagos pro-inflamatdrios, atenuando assim os efeitos inflamatérios (Riuzzi ef al.,
2020). Vale ressaltar que os mecanismos, bem como a atuacdo de Omega-3 sobre
calprotectina plasmatica ainda precisam ser mais esclarecidos para que possa ser
estabelecida uma relacao causal na melhora de parametros inflamatérios a partir desta
interacao.

Outro aspecto relevante sobre a ag¢do dos Omega-3 esta relacionado a
prevencao de doencas cardiovasculares e esta relacdo vem sendo alvo de estudo ha muitos
anos, pois além do seu efeito sobre parametros inflamatérios, tem-se observado redugao
de triglicerideos e colesterol plasmaticos. Os mecanismos pelos quais os dmega-3 atuam
sobre esses pardmetros envolvem a oxidacdo aumentada de acidos graxos, bem como a
ativacdo de PPARs (Receptor ativado por proliferadores de peroxissoma), principalmente
PPAR-aq, reduzindo assim os triglicerideos e aumentando HDL (Sherratt ez al., 2023). No
entanto, apesar de proeminentes, esses resultados ainda sdo controversos, uma vez que a
variabilidade quanto as dosagens e tempo de uso da suplementagdo ¢ muito grande
(Duttaroy, 2022; Sherratt et al., 2023). Uma revisao sistematica com meta-analise
produzida por Wang et al. (2023), encontrou reducdes de triglicerideos naqueles
individuos que ja apresentavam status hiperlipidémico somado ao sobrepeso/obesidade
antes da suplementacdo e que os melhores resultados foram encontrados com doses de
omega-3 maiores do que 2g/dia. Além disso, identificou que o uso de estatina
potencializou os efeitos, principalmente em relacdo ao aumento de HDL (Wang et al.,

2023). Em nosso estudo, apesar dos individuos estarem com sobrepeso/obesidade, a
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maior parte da amostra (62,5%) foi composta por individuos com niveis de triglicerideos
normais € a menor parte fazia uso continuo de estatina (20,8%), tendo assim, menor
chance de haver efeitos sobre esses parametros.

Apesar de muito promissoras, as evidéncias cientificas que apontam o
potencial terapéutico dos acidos graxos dmega-3 sob resisténcia a insulina ainda sao
inconsistentes. Dados em animais e culturas de células tém demonstrado que os 6mega-3
atuam na preven¢ao do DM2 por seus efeitos anti-inflamatorios melhorando a sinalizagdo
da insulina em seu receptor e pelo controle da expressao de genes do metabolismo da
glicose (Gonzélez-Périz et al., 2009; Yan; Jiang; Spinetti; Tardivel; ef al., 2013). Porém
em humanos os resultados ndo sdo tdo robustos. Em uma meta-analise com 33 estudos,
avaliando suplementagdo de EPA ou DHA, com duracdo de 2 a 48 semanas e doses entre
400 a 4800mg/dia, sobre parametros da sindrome metabolica, realizada em 2021 por
Zhang e colaboradores, identificou que nenhum dos dois acidos graxos foi capaz de
alterar indices HOMA-IR, além disso, em um subgrupo com individuos com menos de
60 anos, suplementados com DHA por menos de 3 meses, houve aumento nos niveis
séricos de insulina (Zhang et al., 2021). Outra meta-analise com 12 estudos randomizados
e controlados, com suplementacao de 6leo de peixe variando de 0,3 a 10,08g/dia por 3 a
6 semanas, também nao identificou associacao entre suplementacao com 6leo de peixe e
niveis de controle da glicemia (Gao et al., 2020).

No entanto, a meta-analise conduzida por Ma et al. (2021), com inclusao de
8 estudos caso-controle, apesar de uma heterogeneidade > 75%, identificou uma relacdo
inversa entre indice de 6mega-3 e DM2, principalmente no subgrupo de populacio
asiatica (Ma et al., 2021). Outros estudos como o ensaio clinico pré/pds, conduzido por
Souza et al. (2020), com suplementagdo de 2,4g de 6mega-3 por 8 semanas, realizado
com 32 individuos com DM2, excesso de peso e hipertrigliceridemia obteve reducao do
HOMA-IR. Em 2021, um estudo englobando 20 coortes, com 65.147 participantes,
identificou que os maiores niveis plasmaticos de 6mega-3 (EPA e/ou DHA) foram
associados a menor risco de DM2 (Qian et al., 2021). No estudo atual, buscamos avaliar
os efeitos dos dmega-3 em individuos com resisténcia a insulina comprovada pelo uso de
medicacao hipoglicemiante e ndo por critérios clinicos, tendo sido recrutados individuos
com valores normais de glicemia ¢ HbAlc logo no inicio do estudo. Apesar de nossos
dados corroborarem com a maior parte das meta-andlises existentes, sabe-se que a
realizagdo de estudos com periodo menor a 12 semanas pode impactar a analise de dados

glicémicos, principalmente HbAIC. Além disso, ¢ necessario considerar que nossa
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amostra foi pequena e apesar de 79,2% dos individuos terem apresentado valores
alterados de glicemia de jejum e 62,5% de HbA1C, ndo tivemos alteragdes de medidas
antropométricas, que poderiam ter influenciado diretamente esses resultados. Vale
considerar também que existe uma relacdo entre hipertrigliceridemia e resisténcia a
insulina, sendo duas condi¢des que podem coexistir € serem potencializadas uma pela
outra. Em varios estudos com reducao dos niveis de triglicerideos, foi observada melhora
ou tendéncia a reducdo dos parametros de resisténcia a insulina (Mazaherioun et al., 2018;
Souza et al., 2020). Considerando que nossa amostra, em sua maioria, possuia valores
normais de triglicerideos, este pode ser um dos fatores associados a inalteragao de
parametros glicémicos.

Em sintese, acreditamos que os voluntarios, incluidos no estudo, na linha de
base ja ndo apresentavam estado inflamatorio conforme o esperado para a populagao
estudada. E por isso, uma populagdo maior € um grupo com individuos com maior grau
de obesidade ou a ado¢do de um grupo controle poderiam revelar desfechos mais
proeminentes aos apresentados. Vale ressaltar que mesmo em uma amostra menor,
conseguimos um bom pareamento entre os grupos devido ao rigor metodologico aplicado
e que a escolha do 6leo de soja encapsulado como o 6leo de peixe permitiu manter o
cegamento do estudo. Além disso, a escolha da dose de 6mega-3 (EPA+DHA) utilizada
no presente estudo (2,4g/dia) foi realizada por ja ter sido testada em estudos prévios
(Souza et al., 2020), além de estar em consonancia com o posicionamento da Sociedade
Brasileira de Cardiologia para o tratamento de hipertrigliceridemia grave (2 a 4g/dia) (Izar
et al., 2021) e com a recomendagdo do FDA (US Food and Drug Administration) que
considera seguro o uso de 3g/dia de EPA e DHA combinados (Krupa et al., 2024).

59



8. CONCLUSAO

No presente estudo, observamos que o tratamento com 4g de 6leo de peixe
composto de 2,4g de EPA+DHA, por 8 semanas, ndo foi capaz de promover alteracdes
nos parametros de endotoxemia metabdlica, inflamatérios e bioquimicos em nossos
voluntarios. Sendo assim, sugerimos que novos estudos com maior tempo de duracio,
maior tamanho amostral e ado¢do de grupo controle possam ser conduzidos a fim de

confirmar a eficacia deste nutracéutico.
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APENDICES

APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

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 Passaros da Polonia, 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) esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da pesquisa
“Efeitos da suplementa¢do de omega-3, associado ou ndo ao nivel de atividade fisica,
sobre pardametros antropométricos, fisiologicos, 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 inflamatorios e de agao
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 ¢ a elevada piora na
qualidade de vida e os elevados riscos de mortalidade associados ao portador de sindrome
metabolica (elevada circunferéncia abdominal, glicemia, hipertensdo, niveis de
triglicerideos e ou baixos niveis de HDL). Apesar do grande avango no conhecimento
acerca da fisiopatologia da sindrome metabolica, 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 dmega 3, t€ém potentes agdes anti-
inflamatoérias e parece ter grande beneficio nas doencas metabolicas quando associado a
maiores niveis de atividade fisica, pelo menos quando testado em modelos animais.

Voluntarios portadores de sindrome metabdlica serdo divididos em tratamentos
que poderdo envolver o consumo do 6mega-3 ou tratamento controle. Na primeira visita,
o voluntario assinard o TCLE, apos consentimento e concordancia e sera submetido a
avaliagdo nutricional, do nivel de atividade fisica, da qualidade de vida, qualidade do sono
e funcionamento intestinal. Todos os voluntarios 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 recebera os as capsulas
suficientes para trinta dias.

Durante a intervencao o voluntario retornara ao HU apos 4 semanas para a entrega
de mais capsulas. Finalizadas as 8 semanas de interven¢do, o voluntario sera submetido
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aos mesmos testes iniciais. Durante o periodo experimental, os voluntarios serdao
orientados a permanecerem com seus habitos dietéticos e estilo de vida regularmente.
Nao sera pedido qualquer alteragdo no padrao alimentar aos voluntarios. Os voluntérios
que participarem do estudo terdo amostras de sangue coletado antes (pré) e ap6s o inicio
dos tratamentos (60 dias). As coletas serdo feitas mediante jejum de 12 horas e o ndo
consumo de alcool nas 72 horas anteriores para realizacdo e exames laboratoriais.
Ressalta-se que todo o material bioldgico (sangue) coletado, armazenado no
biorrepositorio e analisado estara expressamente vinculado somente a esse projeto de
pesquisa. Trata-se de um estudo de risco minimo, onde serdo realizadas todas as
avaliacdes de forma ndo invasiva e por profissionais treinados. Espera-se com essa
pesquisa demonstrar a associac¢ao entre o consumo do 6mega 3 com a atividade fisica, em
portadores de SM com possiveis efeitos benéficos para redu¢do de morbidade e
mortalidade nessa populacdo, repercutindo na progressao da doenca e na melhoria da
qualidade de vida, visando modificar a histéria natural da doenca.

Para participar deste estudo vocé€ nao terd nenhum custo, nem recebera qualquer
vantagem financeira. Apesar disso, caso sejam identificados ¢ comprovados danos
provenientes desta pesquisa, o Sr.(a) tem assegurado o direito a indenizag¢do. O Sr. (a)
sera esclarecido (a) sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e estara livre para
participar ou recusar-se a participar. Podera retirar seu consentimento ou interromper a
participacdo a qualquer momento. A sua participagdo € voluntaria e a recusa em participar
ndo acarretara qualquer penalidade ou modificacdo na forma em que o Sr. (a) ¢ atendido
(a) pelo pesquisador, que tratard a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo,
atendendo a legislagdo brasileira (Resolugao N° 466/12 do Conselho Nacional de Saude),
utilizando as informagdes somente para os fins académicos e cientificos.

Os resultados da pesquisa estardo a sua disposi¢ao quando finalizada. Seu nome ou o
material que indique sua participagdo nado sera liberado sem a sua permissao. 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 serdo destruidos. Este termo de
consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma via sera
arquivada pelo pesquisador responsavel, em seu escritério, cito Centro de Biologia da
Reproducao (CBR) e a outra sera fornecida ao Sr.(a).

Ressalta-se que todo o protocolo do presente estudo zelard pela sua saude e
integridade, sendo prontamente informado sobre riscos € modificacdes do protocolo de
pesquisa que possam afeta-lo, principalmente se houver ajuste na conducao 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 suplementacdo de 6mega-3, associado ou ndo ao nivel de atividade fisica, sobre
pardmetros antropométricos, fisiologicos, bioquimicos e moleculares em individuos com
sindrome metabolica”, de maneira clara e detalhada e esclareci minhas dividas. Sei que
a qualquer momento poderei solicitar novas informagdes ¢ 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 podera consultar
0:

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@ufijf.edu.br
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APENDICE B - FORMULARIO DE RECRUTAMENTO

FORMULARIO DE RECRUTAMENTO ON-LINE

Este ¢ o projeto "Efeitos da suplementacdo de Omega-3, sobre parametros
antropométricos, fisioldgicos, bioquimicos e moleculares em pacientes com sindrome
metabolica".

O objetivo do projeto ¢ avaliar os efeitos do 6leo de peixe rico em 6mega-3 na melhora
de parametros relacionados ao diabetes e excesso de peso. O foco do projeto sdo
individuos adultos, com diagnostico de diabetes do tipo 2, excesso de peso e que ainda
nao utilizem a insulina. O projeto envolve avaliagdo nutricional completa dos
voluntarios (exames bioquimicos, antropometria, composi¢do corporal, consumo
alimentar) além de testes de aptidao fisica. Todos os voluntarios também receberdo
orientagdes nutricionais individualizadas apos o projeto.

Qualquer duvida entre em contato por mensagem pelos niumeros:

(32) 99905-9005 (Marina);

(31) 99109-1666 (Mario).

1) Nome:
2) Idade:
3) E-mail:
4) Endereco:
5) Numero de telefone:
6) Qual o seu peso (kg)?
7) Qual a sua altura(m)?
8) Usa insulina? () Sim () Ndo

9) Usa metformina ou Glifage? () Sim () Nao

10) Outras medica¢oes em uso:
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APENDICE C - ORIENTACOES PARA EXAME DE SANGUE E TESTE DE
BIOIMPEDANDCIA

Orientag¢6es para o Exame de
Sangue e o Teste de
Bioimpeddncia

[/
)
[/
[/
/

Para a realizacdao do exame de sangue,
sera feita coleta de sangue por um /
técnico treinado do Laboratério de

Analises Clinicas do HU-CAS

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

Para realizagdo dos procedimentos
sera necessario que voceé:

Compareca em jejum de 12 horas
no dia do exame

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

",

N3ao tenha feito atividade fisica e
consumido bebida alcodlica 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!
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APENDICE D - REGISTRO DE DADOS ANTROPOMETRICOS, COMPOSICAO
CORPORAL, FORCA DE PRENSAO PALMAR, PRESSAO ARTERIAL E TESTE DE
CONDICIONAMENTO FiSICO

Nome: (Voluntario n®:
Sexo:F ()M}

Data.___/ |/  Tempo:_
ANTROPOMETRIA Brago D (%)
Peso { ) BracoD (kg) :
Estatura: { ) Abddmen (%) :
PB { } Abdémen(kg)
PCT { ) Perna E (%) -
PC { } PernaE(kg)
PA { ) PernaD (%) :_
PQ ( ) PenaD(kg) -
COMPOSIGAQ CORPORAL FORGA

IMC (kg/m2)
Gordura (%)
Gordura (kg)
Massa Magra (kg)
Gordura Visceral
Agua carporal (%)
Agua Corporal (kg)
Massa muscular (kg)
Metabolismo Basal
ldade Metabdlica
Braco E (%)

Braco E (kg)

Observagbes:

Braco dominante: { ) Esquerdo ( ) Direito

: Tratamento:

) Idade:

}

FPP : {
PRESSAQ ARTERIAL

PAS :

PAD :

Pulso :

TESTE POLAR (IPAQ:

Vo2 : (

MAX PREVISTO :

MENOR FREQUENCIA:
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APENDICE E - ORIENTACAO PARA O USO DAS CAPSULAS

Orientacdo para o uso das capsulas

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

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

A dose didria ¢ 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 informagio NAO DEVE SER REPASSADA AOS PESQUISADORES
para garantir o cegamento do estudo;

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

Nao sdo 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 o consumo
das capsulas vocé devera soprar o papel e guardar na embalagem correspondente. Isso serd utilizado
para avalia¢ao 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 proximas capsulas: / /

Coleta do exame de sangue ¢ composi¢ao 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).
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APENDICE F - REGISTRO ALIMENTAR

Este registro didrio das refei¢des € feito com a finalidade de se obter conhecimentos sobre a alimentagao,
sendo estas informagdes de fundamental importancia, pois juntamente com outros dados irdo auxiliar na
sua avaliacdo nutricional.

ORIENTACOES PARA PREENCHIMENTO:

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

Exemplo: Segunda, quarta e sabado; Terca, quinta e domingo.
» Durante cada dia, anotar toda alimentac¢do, como o que ingeriu no café da manha, almoco 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

Agucar- 1 colher de sopa cheia.

Pdo francés- 1 unidade ou meio pdo.

Pao de forma — 1 ou mais fatias.

Margarina ou doce- informar a quantidade.

-Almogo: Arroz refogado (macarrdo, batata, etc.)

Feijdao- 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, etc.

-Jantar ou qualquer tipo de lanche — anotar no esquema sugerido acima.

» Naio deixar de medir e anotar alimentos, como:

- acucar (usado no café, sucos, refrescos, leite, café, etc.)

- 0leo, margarina, manteiga, (usado em paes, bolachas, frituras, saladas, etc.)
» Anotar se a preparagdo ¢ 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 refei¢des, até mesmo as que forem feitas fora de casa (hospital,
restaurantes, casa de parentes e amigos, etc.).
» As frutas deverdo 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).
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REGISTRO ALIMENTAR

Nome: Data: / /

Dia da semana: ( )Segunda ( )Terc¢a ( )Quarta ( )Quinta ( )Sexta ( )Sabado

( )Domingo

Refei¢ao/hora \ Alimento \ Quantidade




ANEXOS

ANEXO A - QUESTIONARIO INTERNACIONAL DE ATIVIDADE FiSICA — VERSAO
CURTA

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

Nos 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 ajudardo a entender que tdo ativos nds somos em
relagdo a pessoas de outros paises. As perguntas estao relacionadas ao tempo que vocé gasta
fazendo atividade fisica na ULTIMA semana. As perguntas incluem as atividades que vocé faz
no trabalho, para ir de um lugar a outro, por lazer, por esporte, por exercicio ou como parte das
suas atividades em casa ou no jardim. Suas respostas sio MUITO importantes. Por favor
responda cada questao mesmo que considere que nao seja ativo. Obrigado pela sua participacao!

Para responder as questdes lembre que:

» atividades fisicas VIGOROSAS sio aquelas que precisam de um grande esforgo fisico ¢
que fazem respirar MUITO mais forte que o normal

» atividades fisicas MODERADAS sao 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, dangar, fazer
ginastica aerobica 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 respiragiio ou batimentos do coragdo (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:
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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 servicos domésticos pesados em casa, no quintal ou
cavoucar no jardim, carregar pesos elevados ou qualquer atividade que fez aumentar MUITO
sua respiracao 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 sdo 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 licdo de casa visitando um amigo, lendo, sentado ou
deitado assistindo TV. Nao inclua o tempo gasto sentando durante o transporte em Onibus, 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

CLASSIFICACAO DO NiVEL DE ATIVIDADE FiSICA IPAQ

1. MUITO ATIVO: aquele que cumpriu as recomendagoes de:

a) VIGOROSA: * 5 dias/sem e * 30 minutos por sessao

b) VIGOROSA: 3 3 dias/sem e * 20 minutos por sessao + MODERADA e/ou CAMINHADA:
35 dias/sem e * 30 minutos por sessao.

2. ATIVO: aquele que cumpriu as recomendagoes de:

a) VIGOROSA: 3 3 dias/sem e * 20 minutos por sessao; ou

b) MODERADA ou CAMINHADA: * 5 dias/sem ¢ * 30 minutos por sessdo; ou

¢) 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 recomendagdes quanto a freqliéncia ou duragao.
Para realizar essa classificacdo soma-se a freqiiéncia e a duragdo dos diferentes tipos de
atividades (caminhada + moderada + vigorosa). Este grupo foi dividido em dois sub-grupos de
acordo com o cumprimento ou nao de alguns dos critérios de recomendagao:

IRREGULARMENTE ATIVO A: aquele que atinge pelo menos um dos critérios da
recomendacdo quanto a freqiiéncia ou quanto a duracdo da atividade:

a) Freqiiéncia: 5 dias /semana ou

b) Duragao: 150 min / semana
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IRREGULARMENTE ATIVO B: aquele que ndo atingiu nenhum dos critérios da
recomendacao quanto a freqiiéncia nem quanto a duragao.

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

Exemplos:
Individuos (Caminhada |[Moderada Vigorosa Classificacao
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 = Freqiiéncia — D = Duragao
CLASSIFICACAO DO VOLUNTARIO(A)

( ) MUITO ATIVO

( ) ATIVO

( ) IRREGULARMENTE ATIVO A
( ) IRREGULARMENTE ATIVO B
( ) SEDENTARIO
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ANEXO B - GASTROINTESTINAL SYMPTOM RATING SCALE

Nome: (Voluntario n°: ; Tratamento: )
Data: / / Tempo:

Questionario semanal sobre funcionamento intestinal — Gastrointestinal Symptom Rating
Scale (GSRS)

Por favor, para cada questdo dé uma nota de 1 a 7, conforme a escala abaixo:
Escala de resposta (em intensidade ou frequéncia):

1. Nenhum desconforto / nenhuma vez

2. Desconforto minimo / raras vezes

3. Desconforto leve / pouquissimas vezes

4. Desconforto moderado / poucas vezes

5. Desconforto moderadamente severo / algumas vezes

6. Desconforto forte / muitas vezes

7. Desconforto muito forte / muitissimas vezes

1. Vocé teve dores abdominais durante a semana passada? (Dor se refere a todos os tipos de
dores no estdmago ou de intestino/barriga).
Resposta:

2. Vocé sentiu azia durante a semana passada? (Por azia queremos dizer uma dor em queimagao
ou desconforto em seu peito).
Resposta:

3. Vocé sentiu refluxo acido durante a semana passada? (Por refluxo acido queremos dizer:
regurgitacdo ou fluxo de fluido azedo ou amargo na boca).
Resposta:

4. Vocé sentiu dor de fome no estobmago durante a semana passada? (Esta sensacao de estbmago
vazio estd associada com a necessidade de comer entre as refeigoes).
Resposta:

5. Vocé sentiu nauseas durante a semana passada? (Por nduseas queremos dizer uma sensagao
de mal estar iminente - parece que vai vomitar).
Resposta:

6. Seu estomago ou barriga roncou durante a semana passada? (Ronco refere-se a barulhos ou

ruidos no estomago).
Resposta:
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7. Vocé sentiu o seu estdbmago cheio de ar durante a semana passada? (Sentir o estbmago cheio
de ar se refere ao inchago no estbmago ou barriga).
Resposta:

8. Vocé arrotou durante a semana passada? (Arrotar refere-se a trazer ar ou gés através da boca).
Resposta:

9. Vocé eliminou gases ou teve flatuléncia durante a semana passada? (Eliminar gases ou
flatuléncia refere-se a liberag@o de ar ou gés a partir do intestino).
Resposta: Observacao:

10.Vocé teve constipacao/prisdo de ventre durante a semana passada? (Constipacao refere-se a
uma capacidade reduzida de defecar).
Resposta:

11.Voce teve diarreia durante a semana passada? (Diarreia refere-se a fezes moles ou liquidas
frequentes).
Resposta:

12.Vocé teve/apresentou fezes moles durante a semana passada? (Se as fezes foram
alternadamente duras e moles, essa questdo refere-se apenas ao quanto vocé se sentiu
incomodado pelas fezes moles).

Resposta:

13.Vocé teve/apresentou fezes duras durante a semana passada? (Se as fezes foram
alternadamente duras e moles, essa questdo refere-se apenas ao quanto vocé se sentiu
incomodado pelas fezes duras).

Resposta:

14.Vocé sentiu uma necessidade urgente de evacuar durante a semana passada? (Por
necessidade urgente entenda-se necessidade de correr ao banheiro para defecar).
Resposta:

15.A0 ir ao banheiro durante a semana passada, vocé teve a sensacdo de ndo esvaziar
completamente o intestino? (A sensagdo de que depois de terminar uma defecacdo, ainda ha
mais fezes que precisam ser eliminadas).

Resposta:
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