MIRNA CLEMENTE

EFEITO DA SUPLEMENTACAO COM OLEO DE PEIXE SOBRE O SISTEMA
IMUNITARIO E PERFIL LIPIDICO DE INDIVIDUOS PRATICANTES
DE ATIVIDADE FiSICA INTENSA

CURITIBA
2006

Dissertacéo apresentada ao programa de Mestrado
em Educacéo Fisica, Area de Concentragcéo
Fisiologia do Exercicio, Setor de Ciéncias
Biolégicas, Universidade Federal do Parana,
como requisito parcial para obtencao do titulo de
Mestre.

Orientador: Prof. Dr. Luiz Claudio Fernandes



MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
SETOR DE CIENCIAS BIOLOGICAS
UFPR oerartamentone EDUCACAO FISICA

COORDENAGAO DE POS GRADUACAQ
QOANOS MESTRADO EM EDUCAGAO FISICA

TERMO DE APROVACAO

MIRNA CLEMETE

“EFEITO DA SUPLEMENTACAO COM OLEO DE PEIXE SOBRE O
SISTEMA IMUNITARIO E PERFIL LIPIDICO DE INDIVIDUOS
PRATICANTES DE ATIVIDADE FISICA INTENSA”

Dissertacdo aprovada como requisito parcial para obtenc¢do do
grau de Mestre em Educagdo Fisica - Area de Concentragio Exercicio e
Esporte, Linha de Pesquisa Fisiologia da Performance, do Departamento de
Educagéo Fisica do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do
Parana, pela seguinte Banca Examinadora:

~Professor Dr. Luiz ClaudIQ F ernandes (Omentador)
Departamento de Fisiologia #UFPR

Profes r Dr. Franmsco Navarro
Membro Externo

Y H <
| . / ; -
L / s
y s -

Wﬂ ! /ﬁﬁ A
/ Professor Dr. Raui Osxeckx
~ Departamento de Educag@o Fisica / UFPR

Curitiba, 16 de Outubro de 2006



AGRADECIMENTOS

Ao clima de harmonia entre as pessoas envolvidas na coleta de dados desta
dissertagao

Ao Prof. Dr. Luiz Claudio Fernandes, orientador deste trabalho, pela imensa
dedicagdao, profissionalismo e amizade.

A minha familia, mae, irméo, irma, sobrinhos, cunhados e padrasto pelo incentivo
constante, forga e carinho.

A minha grande amiga Tine, pois, sem sua paciéncia, amizade e companheirismo,
com certeza este trabalho nao se realizaria.

A minha amiga Carla Ariello que me ajudou nas analises do estudo piloto que
possibilitou o sucesso desta dissertagao.

Aos meus amigos Bi, Ju, M4, Fabiano, Janine, Soraya, Ernane, Faby, Athos, Carol,
Paulinho, Klaire e Sheila pelo incentivo.

A equipe do Aquacenter Batel e amigos pelo estudo piloto, Fernandinho, Mariah,
Rose, Mailor, Sandra, Newton, Ménica, Talitha, Maridélia, Laura, Valéria, Evandro,
Lia, Mauricio, Tise e Marco.

A Elaine patrocinadora das capsulas de éleo de peixe da Apotheke Cosmética e
Farmacia Ltda.

Aos Fabianos, Paula e os ouiros companheiros das disciplinas do Mestrado, pela
colaboragao neste projeto.

Aos colegas do laboratério, em especial a Vanessa, Lolli, Sandro, Fabiola, Cris e
Carine.

Aos Professores do mestrado André, Maria Gisele, Ruth, Simone, Iverson, Raul e ao
secretario Daniel.

A empresa Montana que possibilitou a realizagdo das coletas utilizadas nesta
dissertagao.



SUMARIO

LISTA DE TABELAS.......cocoeeueuersseesssssssssssssesssesssssssssssssssssssssasassssssssssssssssssssssasssssses v
LISTA DE GRAFICOS......ccoeieerireeneesssssssssesssssessssssssssssssssssssssssasasssssssssassssssssssssesens vi
LISTA DE QUADROS......cccotrimreresssarssssesessesessssssssssssssssssssssassssssss sessasssnsssssssssssnssenns vii
LISTA DE FIGURAS.......coeeteeeesssssessssssasssesssssssssssssssssssssssssssessssasssssnssssessssnssssssenes viii
LISTA DE ABREVIATURAS........ccocirermseressessssssssssssssssssssssasssssssassnsssssnsssssssnssssssesss ix
RESUNO.....cecueurereseessesssesesssesssssssssssssss sesssesssssssssessssasssssssassnssssssssessssssssssssasansssssnanes xi
ABSTRACT ...cuiuieeeereresssssssssesssssssssessssassssssssss sassssssssssesssssssssessssssssssesssassssnsssssesnsas xii
1 INTRODUGAOD ....ooeeeererereeissesesessssssesessnsasssssasasssess sesssesesssssssssesessasssssssasassnssssananes 1
1.1 ACIDOS GRAXOS ....eoueererereenrsssesssssssesssssssssssssssessssssssnsssssnssssssssns sesssssessssssseses 1
1.2 SISTEMA IMUNITARIO E ATIVIDADE FiSICA ......cceoveeeemrereernressessssaesesssssesesens 8
1.3 ACIDOS GRAXOS, SISTEMA IMUNITARIO E ATIVIDADE FiSICA................ 15

2 OBUETIVOS.....ciiecececeesseesesessssessssssssssssssssssssssssasssssssasassessasssssssnsssssssnsssssnsaes 16
2.1 OBUETIVO GERAL ....cucucercreecseresesesseseesssasesssasssssssssssssssssssasssssssasasssssassesens 16
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ....c.covrererirrrereresssesessssssssssssssssssssssssssssssasasssssassssns 16

3 MATERIAL E METODOS .....ccoovvietrereeesasssesssssssssssassssssssssssssssessssssssssnsssssssnsssssnsaes 17
3.1 DESENHO EXPERIMENTAL .....covovueururaeseseseesssessssesssssessssssssssssssssssassssasees 17
3.2 POPULAGAO/ AMOSTRA .....occeerereesesrsesesssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssasanees 18
3.3 QUESTIONARIO .....coeeeeererrenreresssssssssssssassssssssssssssssssssessssssnssssesssssessssssssssasanees 18
3.4 DETERMINACAO DOS PARAMETROS SERICOS E IMUNITARIOS............. 20
3.4.1 REAGENTES E ENZIMAS cuteuermueremursmsssmnssressrsnssansssmnsssanssansssnssssnsssanssnnsssnsssenssnnnns 20
3.4.2 Coleta e separacao das células sangUin€as.......cccccvvveeereeiiirieeeeeeeeeeeeeeenn, 20
3.4.3 Cultivo dos lINfOCITOS ... e 21
3.4.4 Analise de Marcadores de SUPErfiCi©.......ocuvuiiiiii i 21
3.5 METODOLOGIA DOS ENSAIOS PARA NEUTROFILOS.......ccceovrrereemreresarenens 22
3.5.2 Mensuragao do &NioN SUPETOXIAD ....ceeeeeieiiuuruieiae e eieiiiee e e ea e e reeeeeas 22
3.5.3 VOoIUME lISOSSOMAL ... i et e e e e e 23
3.6 ANALISES SERICAS....cccooooeeeeeeteeeees oot seesess ettt 24
3.6.1 Determinagao SEriCa........cocui it 24

4 ANALISE ESTATISTICA .....ooeeerereetrerereesrssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssnssssensaes 25
5 RESULTADOS.....c.coeiueeeseeesessssessssssssssssssssssssssssasssssssasasssssassessssnssssssnsssssnsaes 26
6 DISCUSSAOD .....coieirereriisresesssssesssssssssssssssssssasssssssasssssasssssssassessssssssssnsssssssnssssensaes 37

7 CONCLUSAO ...oeeeeeeeeeeeeeeeteeeeeeeeseesseessessessssesessseeseessessnessees sessnsssnesnsssnssnsssnessnsanes 42



REFERENCIAS

ANEXOS...........



LISTA DE TABELAS

TABELA 1. PARAMETROS IMUNITARIOS



LISTA DE GRAFICOS

GRAFICO 1. COMPOSICAO DOS ACIDOS GRAXOS.......cooiueeececrieeeieieeieieienas e



LISTA DE QUADROS

QUADRO 1. SINTESE DOS ACIDOS GRAXOS ESSENCIAIS ....c.ooveeeeeveeeeeee e, 3
QUADRO 2. FORMAGAO DE MEDIADORES QUIMICOS .......ccovueveeeeeeeseseseeen e 5
QUADRO 3. RESUMO DO PROTOCOLO EXPERIMENTAL.......cvvveveeeeeeens cevenen. 17
QUADRO 4. CARACTERISTICAS GERAIS DOS INDIVIDUOS ... 26
QUADRO 5. MEDIA, EPM E N — PROLIFERACAO DE LINFOCITOS .......coovee...... 27
QUADRO 6. MEDIA, EPM E N - POPULAGAQ CD4" ..o e, 28
QUADRO 7. MEDIA, EPM E N - POPULAGAQ CD8".....co.cvveeeeeeeceseeeeeeeeeneeeeee e 29
QUADRO 8. MEDIA, EPM E N - ANION SUPEROXIDO ......ccoucueieeeveeeeeeet e 30
QUADRO 9. MEDIA, EPM E N - VOLUME LISOSSOMAL ......ovvvrvireeeeeeeerseeeen e, 31
QUADRO 10. MEDIA, EPM E N - COLESTEROL .....ovveveeeseceeeeeceseeseeeee s e, 32
QUADRO 11. MEDIA, EPM E N - COLESTEROL HDL .....c.vvveveereieeeieeeeeneeeeeee e, 33
QUADRO 12. MEDIA, EPM E N - TRIACILGLICEROL.......cocovevveeeeeieeeeseeeeseeenee e, 34
QUADRO 13. MEDIA, EPM E N - GLICOSE ........cocviieeeeeeeeeeeeeeeeecesnesenesee s e 35

QUADRO 14. MEDIA, EPM E N - LACTATO ..ottt e 36



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1. CADEIA CARBONICA DOS ACIDOS GRAXOS ESSENCIAIS DAS

FAMILIAS (N-8 E N-B)....ceereeeeceeeeeceeeeeeeees e eeeesesesnenese s s eneseseseeessesssessessssanans e 2
FIGURA 2. PORCENTAGEM DE CALORIAS .....c.occvuirirrererneereerereneneeens SRR 7
FIGURA 3. RELACAO DA QUANTIDADE E INTENSIDADE DO EXERCICIO E

INFECCAO DO TRATO RESPIRATORIO SUPERIOR........ccccoiuireiieeereeeeeeeeeens 11
FIGURA 4. PROLIFERACAO DOS LINFOCITOS SANGUINEOS. ......cocoovevveerne. 27
FIGURA 5. DETERMINAGAO DA POPULAGCAO LINFOCITARIA CD4+ ................... 28
FIGURA 6. DETERMINACAO DA POPULAGCAO LINFOCITARIA CD8+. .................. 29
FIGURA 7. PRODUCAO DE ANION SUPEROXIDO. .....cvcveeecveceee e eeeeeeeeseene e, 30
FIGURA 8. VOLUME LISOSSOMAL. .....ovevivieeteeeeeeeeeteeeete st enesesenensseenenssnane s 31
FIGURA 9. CONCENTRAGAQO PLASMATICA DE COLESTEROL.....c.coccovevvreenne. 32
FIGURA 10. CONCENTRAGCAO PLASMATICA DE COLESTEROL HDL. ................ 33
FIGURA 11. CONCENTRAGAO PLASMATICA DE TRIACILGLICEROLEMIA. ........ 34
FIGURA 12. CONCENTRAGAQO PLASMATICA DE GLICOSE. .....c.cooveveeveeeereerene, 35

FIGURA 13. CONCENTRAGCAQ PLASMATICA DE LACTATO. ..ocovererereeer e, 36



LISTA DE ABREVIATURAS

AG - ACIDOS GRAXOS

CD4* — LINFOCITO T AUXILIAR

CD8* — LINFOCITO T CITOTOXICO

CELAFISCS - LABORATORIO DE APTIDAO FiSICA DE SAO CAETANO DO SUL
CON A — CONCAVALINA A

CO - CICLOXIGENASE

CPM - CONTAGEM POR MINUTO

DMSO - DIMETIL SULFOXIDO

EPA - ACIDO EICOSAPENTAENOICO

EPM — MEDIA DO ERRO PADRAO

FITC — FLUORESCENCIA ISOTIOCINETICA

H.0,— PEROXIDO DE HIDROGENIO

IgA - IMUNOGLOBULINA A

IgD - IMUNOGLOBULINA D

IgE - IMUNOGLOBULINA E

I9G - IMUNOGLOBULINA G

IgM - IMUNOGLOBULINA M

IL — INTERLEUCINAS

INF - INTERFERON

IPAQ - QUESTIONARIO INTERNACIONAL DE ATIVIDADE FiSICA
ITRS - INFECCAO DO TRATO RESPIRATORIO SUPERIOR
LO — LIPOXIGENASE

METS - UNIDADE DE MEDIDA DE GASTO ENERGETICO
min — MINUTOS

ml — MILILITROS

NBT — NITROBLUE TETRAZOLUIM

N-3 - OMEGA-3 ou ACIDO LINOLENICO

N-6 - OMEGA-6 ou ACIDO LINOLEICO

NK - CELULAS NATURAL KILLER

O, — ANION SUPEROXIDO

OPEN WINDOW — JANELA IMUNOLOGICA



PBS — SOLUCAO TAMPAO DE FOSTATO

PUFA - ACIDOS GRAXOS POLIINSATURADOS

rtm - ROTAGAO POR MINUTO

TO - INDIVIDUOS TREINADOS NAO SUPLEMENTADOS

T60 - INDIVIDUOS TREINADOS NAO SUPLEMENTADOS POR 60 DIAS
TSO - INDIVIDUOS TREINADOS SUPLEMENTADOS

TS60 - INDIVIDUOS TREINADOS SUPLEMENTADOS POR 60 DIAS
20:4N-6 - ACIDO ARAQUIDONICO

vs - VERSUS



RESUMO

Acidos graxos sdo importantes constituintes das células exercendo funcdes
estruturais, energética, sinalizadora, entre outras. Entre suas varias fungdes, para 0s
acidos graxos poliinsaturados (PUFA) n-6 foi demonstrado terem efeito estimulatério
sobre o sistema imunitario e para os PUFA n-3 imunossupressor. Atividade fisica é
estimulo que também modifica a resposta imunitéria. Esta quando praticada com
intensidade leve a moderada, tem agdo estimulatéria enquanto que a de longa
duragdo e intensa, tem efeito imunossupressor. Na realidade, atletas de elite que
praticam esportes de longa duracdo e alta intensidade sdo acometidos mais
frequentemente de infec¢des, em particular as do trato respiratério superior (ITRS).
Uma vez que PUFA n-3 tem a habilidade de modular a resposta imunitaria e que a
atividade fisica intensa leva a maiores taxas de infeccao, nés aventamos a hipo6tese
de que a suplementacao com bleo de peixe modularia a resposta imunoloégica. Esse
estudo teve como objetivo investigar o efeito da suplementagcao com 6mega 3 sobre
parametros da proliferagdo dos linfécitos T, os marcadores de superficie CD4" e
CD8", producdo de anion superéxido e volume lissossomal dos neutréfilos, em
individuos humanos submetidos a atividade fisica intensa. Foram recrutados para
este estudo individuos praticantes de atividade fisica os quais foram divididos em
nao suplementados e suplementados com 2 g de déleo de peixe por dia. No primeiro
dia de experimento foi retirado amostra de sangue dos individuos nao
suplementados (TRE) e iniciou-se a suplementacao no outro grupo (TREN-3). Apos
60 dias, outra amostra de sangue destes mesmos individuos foi retirada (TRED e
TREN-3D). Estas amostras de sangue foram centrifugadas e dos linfécitos
investigou-se a populagdo CD4", CD8" e a proliferagao celular. Dos neutréfilos
investigou-se o volume lisossomal e produgdo de anion superéxido. Houve
diminuicdo da populagao linfocitaria CD8" (p<0,005) e aumento na proliferacao
linfocitéria, da populagéo linfocitaria CD4", na produgao do anion superdxido e no
volume lisossomal no grupo (TREN-3D), quando comparados com os dos grupos
(TRE N-3) e (TRED). Nossos resultados sugerem que individuos treinados e
suplementados com 6leo de peixe tiveram aumento da resposta linfocitaria CD4" e,
da neutrdfila na producédo de anion superéxido e volume lisossomal. Isto no permite
aventar a possibilidade do uso de 0leo de peixe, nesta dose, como modulador da
resposta imunolégica inibitéria que acompanha atletas de elite.



ABSTRACT

Fatty acids are important components of many cells playing a key role for structure,
energetic functions, signal transduction among others. In addition n-6
polyunsaturated fatty acid (PUFA) has been demonstrated to have stimulatory effects
on immunitary system and n-3 PUFA has immunosuppressive effect. Physical activity
is a stimulus which also modifies immune system response. Low-moderate exercise
training enhances immunosurveillance while intense exercise training leads to
immunosuppression. Indeed, elite athletes who practice intense training are more
susceptible to infections, in particular those from upper respiratory tract (URTI). Sinde
n-3 fatty acid can modulate the immune system response and intense physical
activity leads to infections, we postulate that n fish oil supplementation might
modulate the immune response. This study aimed to investigate the effect of fish oil
supplementation on lymphocyte proliferation, T cell surface markers CD4* e CD8"
cells, production of anion superoxide and lysosome volume by neutrophils from
individuals submitted to intensive physical activity. Individual submitted to intensive
physical activity were recruited into our study and set up as trained no supplemented
and supplemented with 29 of oil fish per day. On the first day of the experiment blood
samples were withdrawal from no supplemented (TRED) and initiate the
supplementation in the other group (TREN-3). After 60 days others blood samples
from these same population were withdrawal (TRED e TREN-3D). Blood were
centrifuged and from lymphocytes we investigated the proliferation and T cell CD4" e
CD8". From neutrophils the lysossome volume and production of anion superoxide.
There was a significance decrease in the CD8" T lymphocyte population. (p<0.005)
and an increase in the rate of lymphocyte proliferation, CD4" T lymphocytes
population, production of anion superocxide and lysossome volume in the TREN-3D
group when compared to (TREN-3) and (TRED). Our results suggest that individuals
submitted intensive physical activity supplemented with oil fish improved CD4™ T
lymphocytes and from neutrophils the production of anion superocxide and
lysossome volume. Thus, we hipothesize that fish oil intake , in this dose, might
modulate the inhibitory immune response that accompany elite athletes.



1 INTRODUCAO

1.1 ACIDOS GRAXOS

A ingestao de gordura, atualmente, tem causado preocupagao, pois seu
excesso esta associado ao desenvolvimento de uma série de doengas tais como a
obesidade, cancer e doengas coronarianas (POWEL, 1994). Apesar dos danos
causados pelo seu excesso, necessitamos da gordura em nossa dieta, pois esta tem
funcéo estrutural importante. Apds a década de 80 foi relatada a importancia dos
acidos graxos 6mega-3 (n-3) na dieta para o funcionamento de diversos érgaos e
sistemas, basicamente pela sua conversao em eicosandides, as prostaglandinas, 0s
leucotrienos, as tromboxanas € as lipoxinas (CURI, 2002). Durante as duas Ultimas
décadas, foi demonstrado que a quantidade e o tipo de gordura consumida na dieta
podem influenciar profundamente as respostas biolégicas (WESLEY, 1998).

Em muitos paises europeus a ingestdo da gordura representa de 40% a 45%
da energia total da dieta (SHILLS, 2002). Nos Estados Unidos da América varia
entre 30% e 40% das calorias totais (SHILLS, 2002). Nas populagdes asiatica e
africana, o consumo de gordura proporciona de 15% a 25% da energia total da dieta
(SHILLS, 2002).

O que chamamos de gordura alimentar é classificada como lipideos. Os
lipideos sao insollveis em agua, mas soluveis em certos solventes organicos como
alcool ou éter (WILLIANS, 2002). As gorduras sado classificadas como simples
(triacilgliceréis e céras), compostas (fosfolipideos, glicolipideos e lipoproteinas) e
derivadas (acidos graxos, esterdides e hidrocarbonetos). Se tomarmos o tamanho da
molécula como referéncia, os acidos graxos com dois a quatro atomos de carbono
sdo denominados de cadeia curta, os de seis a dez atomos e acima de doze atomos
de carbono sdo denominados de cadeia média e longa, respectivamente (CURI,
2002). As gorduras, ainda, podem ser classificadas pelo numero de duplas liga¢des
entre os atomos de carbono. As que apresentam uma dupla ligagdo séo
denominadas gorduras monoinsaturadas e aquelas que apresentam duas duplas
ligacbes ou mais sdo denominadas de poliinsaturadas e as que nao apresentam
insaturacdo gorduras saturadas (CALDER, 1998).



Os &cidos graxos insaturados sdo divididos em quatro grandes familias
denominadas n-9, n-7, n-6 € n-3. Os acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa
da familia émega-6 ou n-6, derivados do acido graxo essencial linoléico (Quadro 1),
tém a primeira dupla ligagédo entre 0 sexto e 0 sétimo atomo de carbono, a partir do
terminal metila, portanto, a denominagéao n-6. Da mesma forma, os da familia n-3
derivados do acido graxo essencial alfa-linolénico (Quadro 1), tém sua primeira
dupla ligagéao entre o terceiro € quarto atomo de carbono a partir do terminal metila,
portanto, a denominagao n-3 (Figura 1).

FIGURA 1. CADEIA CARBONICA DOS ACIDOS GRAXOS ESSENCIAIS DAS
FAMILIAS (N-3 E N-6)

Acida linaléica (n-B)

CH3 MA:/\N\A\

COOH

Acido a-linalénico (3

CH3 VWV\M

COOH

Cada familia origina-se de um acido graxo percursor especifico (Quadro 1),
o qual é convertido em outros acidos graxos da mesma série através de sucessivas
reacdes enzimaticas, onde ocorrem adicdo de novos atomos de carbono e
insaturacdes na cadeia original (WESLEY, 1998).



QUADRO 1. SINTESE DOS ACIDOS GRAXOS ESSENCIAIS

ACIDO GRAXO N-B ENZIMA, ACIDO GRAXD N-3
Linol&ico 182 o-Linol&nico 18:3
l A B-dessaturase l
octadecatetraendico 184
wlinolénico 183
alongase l
dihomo-y-linalénica 203 gicosatetraendico 204
l A B-dessaturase l
araquididnico 204 Eicosapentaendico (EPA) 20:5
l alongase l
adrénico 224 docosapentagnoico (DHA) 225
i alongase l
tetracosatetraendico 244 tetracosapentaenoico 245
i A B-dessaturase l
tetracosapentaenoico 245 tefracosahexaendica 4.6
i F-oxidacan l
docosapentaendico 2215 docosahexaendico 228
Quadro adaptado: Calder, 1996,

As duas familias de acidos graxos essenciais, n-3 e n-6 sao produzidas pelas
plantas ou fitoplanctons. Os fitoplanctons também tém dessaturases e alongases
que sao requeridas para transformagao em acidos graxos de cadeia longa. Os n-3 e
n-6 nao podem ser interconvertidos.

Devido a natureza competitiva da dessaturagdo e da alongac¢ao dos acidos
graxos, cada classe de acidos graxos pode interferir no metabolismo do outro. Esta
competicdo apresenta implicagées funcionais. Excesso de n-6 ir4 reduzir o



metabolismo de n-3, levando a um déficit de seus metabdlitos. Este & tema
importante em relagdo as férmulas para lactantes, que contém excesso de n-6, sem
respectivo balanceamento do n-3. Inversamente, da mesma forma, o0 excesso de n-3
pode levar ao prejuizo do metabolismo de n-6 (SHILLS, 2000). Acidos graxos n-3 e
n-6 quando metabolizados formam os eicosandides (Quadro 2), 0s quais sao
importantes para diversas fungdes como também no crescimento celular. Diferentes
tipos celulares produzem diferentes tipos de eicosandides, com diferentes fungdes
bioldégicas, gerando resposta a estimulos fisioldgicos (adrenalina ou
anticorpos/antigenos complexos) e também a estimulos néo fisiolégicos
(machucaduras). Eicosanoides formados a partir do acido eicosapentaendico (EPA)
sdo menos potentes que os formados a partir do acido araquidénico (AA).
Consequentemente, a dieta tem importante papel em determinar a mistura e a
poténcia dos eicosandides (CALDER, 2001). Prostaglandinas estdo envolvidas na
intensidade de modulagdo e duragdo da resposta inflamatéria e imunitaria.
Prostaglandinas da série E, tém efeito pré-inflamatério, induz a febre e eritrema,
aumenta a permeabilidade vascular e promove vasodilatagdo. Prostaglandinas da
série E3 (PG E3) sdo menos pré-inflamatérias que as prostaglandinas E, (CALDER,
2001). Sardesai (1992) sugere que a sintese de PG E; parece ter efeitos

imunossupressivos menores que os derivados PG Es,



QUADRO 2. FORMACAO DE MEDIADORES QUIMICOS A PARTIR DE ACIDOS
GRAXOS N-3 E N-6

Prostaglandinas 12 —» ANTIRGREGANTE
—* VASODILATAGAD

f VASOCONTRICAOD
PLAQUETA==% Tromboxanos A2 ™ R REG ANTE

SANGUE

AC. ARAQUIDGNICO QUIMIOTIAA
{20:4n6) Leucotrienos B4 =i ADERENCIA

Va FAGOCITOSE

L O HIDROM] AG=# TECIDOS =kl cucotrienos C4 —BERONCOCONSTRITOR

eucotrienos E 4 — CHOQUE

ANAFILATICO
_ AG A0 MENOS
% CO—PENDOPEROXIDQS sn"EUEﬁ?ﬂm'md'"“ TENTE COMO:
PLAGUETH IMUNOSSUPRESSOR
AC. EICOSAPENTAENOICO TECIDCS| = Prstmimdne,
205m.31 ou EPA 2l PRO-AGREG BNTE
(20:3n-3) ou BRONCOCONSTRITOR

AC. DOCOSAHEXAENOICO
{22:6n-3) ou DHA
LD =—pHIDROM] AG iy TECINOS gy | eucotrienos BS

Leucotrienos [13/' PRO.INFLAMATORID

Adaptado de LANDS WEN, 1998. Cox: cicloxigenase e LOX: lipoxigenase



GRAFICO 1. COMPOSICAO DOS ACIDOS GRAXOS NOS DIFERENTES OLEOS
CONSUMIDOS NA DIETA 0 A 100 = PORCENTAGEM DE GORDURA

AG saturado AG Monoinsaturado bmega-6 Omega-3
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Os efeitos dos acidos graxos no sistema imunitario tem sido objeto de estudo
por muitos anos, mas este interesse tem se intensificado com o papel dos
eicosandides do acido araquidénico na modulagéo inflamatéria e imunitaria (CURI,
2002). Estudos epidemiolégicos relataram baixa prevaléncia de aterosclerose e
doengas coronarianas entre esquimoés da Groenlandia e algumas populagdes
japonesas, cujas dietas sao ricas em gorduras predominantes de poliinsaturadas,
principalmente derivadas de peixes e animais marinhos (KROMANN, 1980). A baixa
incidéncia de cancer de mama em mulheres esquiméds e japonesas levou a
especulacédo do efeito protetor do acido graxo n-3, devido ao alto consumo de peixe
nestas populagdes (SIMOPOULOUS, 2001). Em contrapartida, alguns autores
sugerem que nao existem evidéncias consistentes de que o0 consumo de peixe
diminua os riscos de cancer (CALDER, 1998). Portanto mais estudos séo
necessarios para clarificar este assunto. Em 1929, trabalho de Burr e Burr mostrou,



pela primeira vez, a importancia nutricional de lipideos especificos na dieta. Ratos
recém desmamados, alimentados com dieta sem gorduras, apresentaram prejuizo
do crescimento, pele escamosa, necrose da cauda e aumento da mortalidade,
condicBes revertidas pelo consumo de acido linoléico. Em trabalho posterior, o0s
mesmos autores descreveram prejuizo da fertilidade na deficiéncia de n-3 e n-6 e
atividade visual.

A rapida mudanca em nossa dieta, particularmente nos dltimos 150 anos
(Figura 2), é colocada como um dos importantes fatores promotores de
desenvolvimento de doengas crbnico-degenerativas tais como a aterosclerose,
cancer e doengas auto-imune. Outros fatores como sedentarismo e hereditariedade
também desempenham importante papel neste processo e nao podem ser
descartados.

FIGURA 2. PORCENTAGEM DE CALORIAS INGERIDAS A PARTIR DE GORDURA
PELA ESPECIE HUMANA, DA EPOCA PALEOLITICA ATE OS DIAS ATUAIS
(SIMOPOULOS, 2001)
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Varios estudos sugerem que a excessiva quantidade de acidos graxos n-6 € a
reducdo da de n-3 na nossa dieta, leva a uma razdo desproporcional de n-6/n-3,
trazendo desenvolvimento de doengas cronico-degenerativas. Na dieta ocidental
esta razdo pode chegar até 30:1. Em paises no qual a alimentagédo estd associada
com maior consumo de bleo de peixe (n-3), esta razdo atinge 4:1 e tem sido
associada ha reducdo de 70% das mortes associadas aterosclerose
(SIMOPOULOQOS, 2001). Assim, tem se tornado claro que a quantidade de gordura na
dieta altera respostas celulares, mas devemos salientar que nao reagem sozinhas,
sendo também influenciadas por outros nutrientes (SHEPARD & SHEK, 1995).
Suplemento com acido graxo n-3 tem se tornado popular no tratamento de artrite
reumatdide (KREMER, 1987). O dleo de peixe tem efeitos benéficos em alguns
individuos que sofrem de psoriase quando este é associado com drogas
terapéuticas (CURI, 2002).

1.2 SISTEMA IMUNITARIO E ATIVIDADE FiSICA

Muitos aspectos da fungédo imunitaria (incluindo proliferacdo de linfécitos,
citotoxidade das células natural killer, secre¢ao de IgA na mucosa salivar) pode estar
deprimida temporariamente no exercicio intenso (correr uma maratona), de longa
duragéo ou ainda quando se treina em excesso (SHEPARD & SHEK, 1995).

O sistema imunitario € um conjunto intrincado de células, érgédos e estruturas
especializadas ou nao, cuja missdo é identificar e destruir invasores estranhos
(bactérias, fungos, virus e parasitas) ou qualquer célula anormal, como as células
cancerosas, antes que qualquer mal seja feito ao corpo. A imunidade é dividida em
inata ou natural, que nao se altera mediante exposi¢cao repetida a um dado agente
infeccioso; imunidade adaptativa ou adquirida a qual se torna mais eficiente apds
cada encontro subsequente com o mesmo agressor. O sistema imunitario
“memoriza” 0 agente infeccioso evitando desta forma, que este mesmo patdgeno
venha posteriormente, causar doengas. Podemos ainda subdividir a imunidade
adaptativa em imunidade humoral a qual € mediada por anticorpos, moléculas
responsaveis pelo reconhecimento e eliminagdo de invasores estranhos e;
imunidade celular a qual € mediada pelos linfécitos T (SIQUEIRA & DANTAS, 2000).



Os leucdcitos ou glébulos brancos sdo células do sistema imunitério, e tém
como fungédo a defesa celular e humoral do organismo. Eles s&o classificados em
granulécitos  (neutrofilos, eosindfilo e baséfilo) e agranulécitos (linfocitos e
monacitos)

Os neutrofilos apresentam-se em caso de processo inflamatério de longa
duragdo e em alta porcentagem no sangue circulante, constituindo a primeira linha
de defesa celular contra a invaséo bacteriana.

Os eosinofilos estdo aumentados em pacientes portadores de doencas
alérgicas, e agem fagocitando as bactérias mais lentamente que os neutréfilos.

Os basofilos também possuem um envolvimento nas reacgbes alérgicas €
inflamatdrias.

Os linfécitos séo divididos em linfécitos B € T, e estdo associados a resposta
imunitaria do organismo de maneira especifica e as células natural killer (NK). Os
linfécitos B (derivados da medula éssea) sdo responsaveis pela resposta imune do
tipo humoral. Estes reconhecem o determinante antigénico da macromolécula
estranha e diferenciam-se em plasmécitos que sintetizam anticorpos especificos. O
reconhecimento de antigenos é realizado através de glicoproteinas localizadas na
superficie celular, denominadas imunoglobulinas ou anticorpos. Os linfécitos B
sintetizam e secretam moléculas de imunoglobulinas, principalmente IgM e IgD. Os
linfécitos T (derivados do timo) por sua vez liberam citocinas que ativam os fagécitos
e estes entao destréem as células infectadas por virus (BLOOM, 1992). Células NK
correspondem a 15% do “pool” de linfécitos circulantes e tem como principal fungéo
reconhecer e matar células infectadas por virus e células tumorais. E de extrema
importdncia 0 aumento na atividade das células NK, pois elas exacerbam a
capacidade citotéxica do sangue constituindo a primeira linha de defesa do corpo
contra varios patdogenos. Os mondécitos se diferenciam em macréfagos cujas
principais fungbdes sdo a apresentacao de antigenos para os linfocitos, sintese de
moléculas importantes para a resposta inflamatéria, imunitaria e a fagocitose.

Os monocitos se diferenciam em macrofagos cujas principais fungdes sao a
apresentacao de antigenos para os linfécitos, sintese de moléculas importantes para
a resposta inflamatoria, imunitaria e fagocitose (SIQUEIRA JR. & DANTAS, 2000).

A atividade fisica habitual tem sido reconhecida como importante componente
para a vida saudavel. Em adultos, tem sido mostrado que a inatividade fisica

relaciona-se com doengas coronarianas, diabetes, alguns tipos de céncer,



osteoporose € doencas pulmonares bem como também com doengas mentais
(TWISK, 2000).

A atividade fisica € divida em leve, moderada e intensa. Sessédo de exercicio
fisico leve a moderado proporciona refor¢o da fungao imunitaria natural e de defesa
do organismo que dura por varias horas durante a recuperagdo. Enquanto o
exercicio moderado fortalece o sistema imunitario, um periodo de exercicio
exaustivo exerce efeito oposto e enfraquece profundamente a primeira linha de
defesa do corpo contra agentes infecciosos (NIEMAN, 2001).

Nieman e Cannarella (1999) sugeriram que individuos que se exercitam
moderadamente exibem baixa incidéncia de doencas do trato respiratério superior
comparado com a populacao sedentaria (Figura 4). Em contraste, atletas em
treinamento intenso apresentavam aumento na incidéncia de infecgdo. Apesar deste
estudo em corredores ser epidemiolégico, ele aponta para a necessidade de mais
pesquisas para confirmar a hipétese, bem como para outros tipos de atletas.



FIGURA 3. RELAGCAO DA QUANTIDADE E INTENSIDADE DO EXERCICIOE
INFECCAO DO TRATO RESPIRATORIO SUPERIOR
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O mecanismo responsavel pela alta incidéncia de doencas do trato
respiratério superior entre atletas ainda ndao é bem conhecido, mas tem sido
proposto: altas taxas de fluxo ventilatério alterando a superficie da mucosa;
infiltracdo de células inflamatdrias no interior da mucosa; supressao de uma ou mais
funcbes do sistema imunitario; deplecdo de fatores necessarios ao sistema
imunitario e; estresse psicolégico (MACKINNON, 1999). Estudos recentes confirmam
que o treinamento intenso suprime a fungdo imunitaria, aumentando a
suscetibilidade a infecgbes (NIEMAN, 1999). Além disso, 0 exercicio intenso durante
a doenga pode diminuir a capacidade do organismo em reagir contra infecgbes e
aumentar ainda mais o risco de complicagdes (PEDERSEN, 2000). Nem todos os
atletas, entretanto, apresentam reducéo da fungao imunitaria durante o treinamento.
Estudos recentes, realizados com ginastas do sexo feminino jovens, demonstraram
que apesar do treinamento de 22 horas semanais, a resposta imunitaria dessas
ginastas foi similar a do grupo controle de garotas nao treinadas (ELIAKIN, et. al.,
1997). Em 1918, foi relatado que a maioria dos casos de pneumonia, entre meninos
nos internatos, ocorria em atletas e que as infecgbes respiratérias pareciam



progredir para pneumonia apdés treinamento desportivo intenso (MACKINMON,
1994). Muitos componentes do sistema imunitario apresentam mudancgas apo6s ©
exercicio intenso. Durante este “espaco de tempo” (open window) que acontece de 3
a 72 horas, ocorre alteragéao das fungdes imunitarias, dependendo do tipo, duracao e
intensidade do exercicio. Neste periodo bactérias e virus podem ganhar forga,
aumentando riscos de infecgdes (NIEMAN & PEDERSEN, 1999). De acordo com o
conceito “espagco de tempo” o exercicio moderado estimula a fungdo imunitaria
durante e por um curto tempo apds o exercicio. Em contraste, exercicio intenso
causa estimulacao inicial seguida de longa supressao. Nos individuos que realizam,
regularmente, apenas exercicio moderado, este “espaco de tempo” para a infec¢ao
permanece fechado e observa-se a manutencdo dos beneficios protetores do
exercicio regular. David Niemann, 2001 discutiu o0 “espaco de tempo” relacionando-o
com o sistema imunitario seguido de treinamento intenso, observando a atividade
das células NK e o risco de infecgbes. Na maioria dos casos, a resposta é
relativamente transitéria, durando somente poucas horas. Mas outros estudos
demonstram que chega afetar de 24 até 48 horas ap6s exercicio intenso prolongado
(NIEMANN, 2001).

Em outro estudo com ciclistas e corredores, a razdo CD4/CD8 diminui
imediatamente apds exercicio, concluindo-se que essa diminuicao esta relacionada
com aumento da suscetibilidade a infecgbes ( KEAST, D et. al., 1988).

Existem evidéncias associadas ao exercicio prolongado e intenso (maratona)
com efeitos adversos no sistema imunitario. Esses efeitos incluem: diminuicdo da
atividade citotéxica das células NK; baixa circulagdo dos numeros de linfoécitos T
apdés 3 ou 4 horas de exercicio; diminuicdo da habilidade de proliferacao dos
linfocitos; diminuicdo da atividade dos neutrdfilos; diminuigdo dos niveis
imunoglobulinas na saliva e sangue; enfraquecimento da sintese de anticorpos e;
diminuicdo da razéo de células CD4"/CD8" (Tabela 1).



TABELA 1. PARAMETROS IMUNITARIOS PRE-ESTABELECIDOS EM ATLETAS
EM REPOUSO E APOS TREINAMENTO INTENSO

PARAMETRO VALORES EM ATLETAS | APOS TREINAMENTO
IMUNITARIO EM REPOUSO INTENSO
NUmero de leucécito Normal Sem mudancas
NUmero de linfécitos Normal sem mudangas ou
aumento
Razao CD4'/CD8" Normal ou alta Diminuicao
Proliferagdo e ativagao Normal ou alta Aumenta

dos linfécitos

Atividade citotéxica das Normal ou alta Diminui
células NK
Concentragéo de IgA na Baixa a normal Diminui com 0 aumento
mucosa da intensidade
Concentragéo de Normal Diminui ou aumenta

glutamina plasmatica

Anticorpos séricos Normal Sem mudangas
especificos
Adaptado de Mackinnon, 2000

Atletas de endurance apresentam leucopenia. Green (2000) relatou baixa
leucopenia em quatro e, baixa contagem de linfécitos em cinco de vinte corredores.
E possivel que a leucopenia seja refletida ap6s um periodo de treinamento intenso.
NUmero de células NK pode diminuir durante um periodo curto (1-4 semanas) ou
longo (7 meses) de treinamento intenso. Por exemplo, 0s numeros de células
declinaram mais que 40% durante 10 dias de treinamento intenso de corrida, em
militares treinados (MACKINNON, 2000). Em outro estudo, nimero e porcentagem
de células NK diminuiram em 30-40% apds 7 meses de treinamento intenso de
natagdo. Tanto as células NK quanto sua atividade citotéxica diminuiu em nadadores
sob treinamento intenso, apds 4 semanas. Exercicio prolongado intenso causa
supressao transitoria da atividade de citotoxidade da célula NK, durando pelo menos
6 horas ou até mais de 12 horas (MACKINNON, 2000). Para reverter o quadro
clinico (Tabela 1) gerado por treinamento intenso, alguns autores tém sugerido que



2 a 5 semanas de descanso de treinamento pode restaurar a fungdo imunitaria
(SHARP, 1992).



1.3 ACIDOS GRAXOS, SISTEMA IMUNITARIO E ATIVIDADE FiSICA

Em um estudo com ratos, Benquet (1994) uniu atividade fisica intensa, sistema
imunitario e suplementacéo de n-3 por 8 semanas, € conclui que a imunossupressao
de IgM causada poés exercicio, foi diminuida ao final das 8 semanas.

Ha varios trabalhos que relatam o efeito dos acidos graxos n-3 e sistema
imunitario (CURI, 2002), bem como da atividade fisica e o sistema imunitario
(CASTELL, 2002).

Contudo ha poucos relatos que associam os trés, ou seja, o papel da dieta com
acidos graxos n-3 associada a atividade fisica sobre o sistema imunitario (BENQUET
et al., 1994) (PEDERSEN et. al., 2000).

Os 4acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa Omega 3 sao
imumoduladores do sistema imunitario. N6s aventamos a hipétese de que a
suplementagdo com este acido graxo associado a atividade fisica possa modular
positivamente o sistema imunitario e assim minimizar os efeitos de imunossupressao

causada pela atividade fisica intensa.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho € investigar o efeito da suplementacdo com dleo de
peixe em humanos submetidos a atividade fisica intensa, sobre parametros
imunitarios das células circulantes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a-) Caracterizar atividade fisica leve, moderada e intensa através do

questionario do IPAQ reconhecido no Brasil;

b-) Comparar os grupos suplementados e ndo suplementados;

c-) Avaliar a resposta proliferativa dos leucécitos circulantes através de cultivo
celular e da populagao de linfécitos CD4" e CD8";

d-) Averiguar a resposta dos neutréfilos pela producédo de radicais livres
(anion superdxido) e volume lisossomal;

e-) Investigar o perfil lipidico, glicemia e a laticidemia.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 DESENHO EXPERIMENTAL E SUPLEMENTACAO COM OLEO DE PEIXE

Os individuos foram divididos em grupos: individuos treinados néao
suplementados no dia zero (T0) (n= 9), e individuos treinados suplementados com
6leo de peixe no dia zero (TS0) (n=19).

Os individuos foram suplementados, diariamente, durante sessenta (60) dias
pela ingestdo de duas (2) capsulas de 0Oleo de peixe (mistura marinha de
triacilglicerol contendo 180 mg de acido eicosapentandico e 120 mg de acido
doxosahexandico por capsula). Eles foram orientados a ingerirem uma (1) capsula
de Oleo de peixe (1g) durante 0 almogo e outra durante o jantar. Os individuos
suplementados por 60 dias e treinados ao final de 60 dias séo referidos como TS60
(n=19) e os nao suplementados treinados ao final de 60 dias como T60 (n=9)
(Quadro 3).

QUADRO 3.- RESUMO DO PROTOCOLO EXPERIMENTAL. INDIVIDUOS
TREINADOS FORAM RECRUTADOS E DIVIDIDOS NO DIA ZERO
EM NAO SUPLEMENTADOS (T0) E SUPLEMENTADOS (TSO).
APOS 60 DIAS DE SUPLEMENTACAO COM OLEO DE PEIXE
NOVA AMOSTRA DE SANGUE FOI RETIRADA DO GRUPO NAO
SUPLEMENTADO (T60) E DO SUPLEMENTADO COM OLEO DE
PEIXE (TS60)

GRUPOS NAO SUPLEMENTADOS SUPLEMENTADOS
DIAO TO TS0
DIA 60 T60 TS60

N 9 19




3.2 Populagdo/ Amostra

Vinte oito homens adulios (entre 20 a 40 anos de idade), com diferentes
medidas antropométricas, peso, altura e alimentagdo, provenientes da cidade de
Sao José dos Pinhais, no estado do Parana foram convidados a participar deste
estudo. Aos mesmos foi encaminhado carta para autorizagdo prévia, conforme
exigéncia do comité de ética em pesquisa. Os individuos do estudo fazem parte de
um time de jogadores de futebol de campo, da empresa Montana Industria de
Maquinas Ltda, que participam de campeonatos entre empresas no estado do
Parana, e treinam trés vezes por semana por duas horas. Estes individuos foram
orientados a manter 0 mesmo tipo de treinamento realizado anteriormente a
suplementagéo, e foram orientados a informar qualquer mudanga desta durante o
periodo do estudo.

3.3 QUESTIONARIO

Os individuos foram requisitados a responder questionario IPAQ (Questionario
Internacional de Atividade Fisica) na versao longa (anexo 1). A variavel usada para
andlise foi a atividade fisica total em METS.min (unidade de medida de gasto
energético) e uma analise separada do tempo total sentado. O nivel de atividade
fisica foi classificado segundo proposta do IPAQ, a saber, INSUFICIENTEMENTE
ATIVO: aquele que nao realizou nenhum tipo de atividade fisica ou realizou algum
tipo de atividade fisica, porém, nao suficiente para se enquadrar nas outras
categorias; SUFICIENTEMENTE ATIVO: aquele individuo que cumpriu tres ou mais
dias de atividade vigorosa de pelo menos 20 minutos por dia ou 5 ou mais dias de
atividades de intensidade moderada ou caminhadas de pelo menos 30 minutos por
dia ou cinco ou mais dias de qualquer combinagao de atividades entre caminhadas e
atividades com intensidade moderada ou intensa alcan¢gando um minimo de pelo
menos 600 MET- minutos/semana; MUITO ATIVO: aquele individuo que excede o
minimo exigido pelas recomendagdes para a pratica de atividade fisica. Os dois
critérios para classificagdo como muito ativos, sdo atividades de intensidade intensa
em pelo menos tres dias da semana e acumulando pelo menos 1500 MET-



minutos/semana ou sete ou mais dias de qualquer combinagac de atividades entre
caminhadas e atividades com intensidade moderada ou intensa, alcangando um
minimo de pelo menos 1500 MET- minutos/semana (www.ipaqg.ki.se). A versao longa
do questionario IPAQ permite recolher informacdo detalhada da atividade fisica
dispéndida em trabalhos domeésticos, jardinagem, atividades ocupacionais, meios de
transporte, atividade fisica de lazer e inatividade fisica (Craig, Marshall et al., 2003),
sendo os totais de cada dominio somados e assim calculados o total de toda
atividade fisica em minutos por semana. Os minutos sdo registrados por cada
categoria de atividade, através dos MET definidos: (atividade fisica leve=3,3 MET;
moderada= 4,0 MET; e intensa= 8,0 MET). Desta forma o somatério em MET de
atividade fisica/semana foi calculado pela seguinte expressdo: total de minutos de
atividade fisica leve X 3,3 MET + total de minutos de atividade moderada X 4,0 MET
+ total de minutos de atividade intensa X 8,0 MET. Cada categoria tinha as variaveis
dias/semana, horas/semana e minutos/semana. Os dados que nao continham
alguma ou nenhuma das respostas foi considerada perdida e codificada como zero.
O questionario foi validado internacionalmente pelo centro de estudos do laboratério
de aptidao fisica de Sdo Caetano do Sul (CELAFISCS) em 2000.


http://www.ipaq.ki.se

3.4 DETERMINACAO DOS PARAMETROS PLASMATICOS E IMUNITARIOS

3.4.1 Reagentes e Enzimas

Todos os componentes dos tampdes foram obtidos da Reagen Quimibras
Industria Brasileira S/A. Concanavalina A e o0 meio de cultura (RPMI 1640) foram
adquiridos da Sigma Chemical Co. St. Louis (EUA). O antibidtico (penicilina e
estreptomicina) e o soro fetal bovino da Gibco-Brasil. Os anticorpos monoclonais
utilizados foram obtidos da Clontech - BD Bioscience, EUA. A [2-'*C]-timidina (50
mCi/mmol) foi obtida da New England Nuclear Research Products (Du Pont
Company — Biotechnology Systems — EUA).

3.4.2 Coleta e separacao das células sanglineas

O sangue dos pacientes foi coletado em tubos previamente heparinizados e
mantidos sob refrigeragdo. O sangue foi centrifugado no préprio tubo de coleta a
1200 rpm por 10 minutos a 4 °C (Eppendorf modelo 410R). Parte do plasma foi
aliquotado e o restante transferido para outro tubo falcon de 50 ml, sendo adicionado
0 mesmo volume de tampéao fosfato salina (PBS). Em outro conjunto de tubos foi
pipetado 3 mL de Histopaque-1077 (Sigma Diagnostics) e sobre estes
acrescentados 8 mL de sangue diluido com PBS. Em seguida, procedeu-se a
centrifugacao a 1200 rpm durante 30 minutos a 12°C. Ao final desta foi desprezada a
fase superior e transferida a camada intermediéria para outro tubo; duas camadas
intermediarias foram juntadas em cada tubo (volume 2 mL). Linfécitos e Monécitos
- a camada constituida de hemaceas e células polimorfonucleares foi transferida
para um tubo falcon capacidade de 50 mL. O volume do tubo contendo células
polimorfonucleares foi completado com solugao hemolitica com o volume de 50 mL e
deixado em banho-maria a 37 °C por 15 minutos. Em seguida, foi centrifugado a
1200 rpm por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi desprezado. Os linfocitos foram
ressuspendidos em PBS e ao final dessa houve a contagem das células em camera
de Neubauer.



3.4.3 Cultivo dos linfécitos

Linfécitos (1,4 x 10° células por poco) foram cultivados em meio de cultura
RPMI-1640 enriquecido com 10% de soro fetal bovino e 0,1% de antibidticos
(penicilina 10.000 UmL e estreptomicina 10 mg/L), em placas de 96 pog¢os (volume
final de 200 uL) a 37° C em atmosfera de 95% O, / 5% CO,, por 48 horas. Os
linfécitos foram estimulados com 20 ulL/pogo de solugdo (5 pg/mL) do mitégeno
Concanavalina A (Con A), estimulador da proliferacéo de linfécitos T. Ap6s 48 h de
cultivo, foram adicionados 20 pl de uma solu¢do contendo (2-'*C)-timidina (0,02
uCi/pogo) e as células cultivadas por um periodo adicional de 18 horas, sob as
mesmas condi¢gOes descritas anteriormente. Ao final das 66 horas de cultivo, os
linfécitos foram coletados automaticamente em coletor multiplo (Skatron Combi
Multiple Cell Harvester, UK) em papel de filtro n® 11731 (Skatron Combi - UK). Neste
processo nao ha necessidade de processos extrativos preparatérios para obtencéo
de DNA celular. Os discos de papel contendo os linfécitos com a radioatividade
incorporada ao seu DNA foram transferidos para tubos contendo 1 mL de liquido de
cintilagdo e levados para contagem (COM-contagem por minuto) em contador
Beckman LS 6500.

3.4.4 Andlise de Marcadores de Superficie

A determinagdo quantitativa dos marcadores de superficie para linfocitos T
auxiliar (CD4") e linfécitos T citotoxicos (CD8) foi realizada através de citdmetria de
fluxo PIZATO et al. (2006). Linfécitos foram ressuspensos em PBS e incubados por
30 minutos com anticorpos monoclonais contra CD4", marcado com Phycoerythrin -
PE (fluorescéncia laranja-avermelhada; detector FL2; 585 + 42 nm) e contra CD8",
marcado com Fluorescein Isothiocyanate - FITC (fluorescéncia verde; detector FL1;
530 £ 30 nm). O excesso de anticorpos foi removido pela lavagem com tampéao
azida PBS (0,05%).



3.5 METODOLOGIA DOS ENSAIOS PARA NEUTROFILOS

3.5.1 Solugdes

Solucédo de tampéo fosfato salina pH 7,4, 10 mM (PBS) foi utilizada como
meio de diluicdo para os corantes. O fixador foi 0 Baker formol-célcio (formaldeido
4%, cloreto de s6dio 2% e acetato de célcio 1%). A solugdo de extracao consistiu de
acido acético glacial 1% e etanol 50% em agua destilada. A solucdo estoque do
corante vermelho neutro (Sigma) foi preparada pela dissolugdo de 20 mg de corante
em 1 mL de DMSO (dimetil sulféxido — Sigma) e a solugdo para uso de rotina €
preparada pela diluicdo de 20 uL da solugao estoque em 5 mL de PBS. A solugéo de
vermelho fenol (Sigma), para 0s ensaios de producao de H,O, consiste de 5,5 mM
de dextrose, 0,56 mM de vermelho fenol e 8,5 U/ml peroxidase “horseradish”
(Sigma) em PBS pH 7,4 a 340 mOsm, e previamente adiciona-se 0,05% de
zymosan (2,3 x 10° particulas/mL - Sigma), para os ensaios de fagocitose. Obtém-se
a solucéo diluindo-se 40 mg de zymosan em 6 ml de PBS e adicionando-se 600 uL

de vermelho neutro.

3.5.2 Mensuragao do anion superoxido

A geracdo de superdxido foi estimada através da reducdo de “nitroblue
tetrazolium” (NBT — Sigma), um composto amarelo lipossolivel que se torna
insolivel e de cor azul no seu estado reduzido (MADHAVI et al., 1994). Os
neutréfilos (150 ul) foram incubados por 1 hora com 0,1% de NBT e 10 uL de PMA
(80 uM) em PBS a 37 °C. Esta reacgao foi interrompida pela adigcdo de um volume
igual de acido acético glacial. Esta mistura foi centrifugada rapidamente (30
segundos a 10.000 rpm) e o NBT reduzido, presente no sedimento, foi solubilizado
em 300 uL de acido acético a 50% e sonicado (1 pulso). Os restos celulares foram
sedimentados e a absorbancia do sobrenadante determinada a 550 nm em
espectrofotdmetro (Ultrospec — 2000). Os dados foram expressos em % de anion

superdxido por numero de células.



3.5.3 Volume lisossomal

Para esta andlise foi utilizado o método descrito por PIPE ef al. (1995),
onde em placa do tipo ELISA depositou-se 100 uL da solugdo de neutréfilos e se
adicionou 20 uL da solugao estoque de vermelho neutro (20 mg de vermelho neutro
em 1 ml de DMSQO) a 2%. Apds 30 minutos, a placa foi centrifugada por 5 minutos a
1.500 rpm. O sobrenadante foi descartado e os orificios lavados com PBS, para
eliminar o vermelho neutro que néo foi internalizado pelas células. Adicionou-se 100
uL de solugao de extragao para solubilizar o vermelho neutro que estava dentro dos
lisossomos. Esta solubilizagdo € possivel porque o vermelho neutro é um corante
catidnico que se difunde através da membrana celular e, uma vez presente no
lisossomo, fica aprisionado devido a mudanga de cargas causada pelo pH acido do
sistema lisossomal. Finalmente, apés 30 minutos, a absorbéancia foi mensurada a
550 nm utilizando-se o “Microplate reader Bio-rad” (Benchmark).



3.6 ANALISES PLASMATICAS

3.6.1 Determinac¢éOes plasmaticas

A concentragdo de glicose circulante foi determinada pelo método enzimatico
colorimétrico, utilizando o Kit Glicose da BioTécnica segundo Trinder, 1969 e
quantificada pela medida de absorbancia em 505 nm. A concentragcao do colesterol
total, HDL colesterol e triacilglicerol foi medida pelo Kit da Bioliquid descrito por Jung
et al. e Young, respectivamente, e com leitura de absorbancia a 500 nm (colesterol)
e 540 nm (triacilglicerol) respectivamente. O lactato sérico foi determinado pelo
método enzimatico segundo Eagle & Jones, 1978 e com leitura de absorbancia a
340 nm. Todos os kits foram utilizados segundo as informagdes do fabricante, cujos
procedimentos técnicos utilizados seguiram os protocolos descritos nos kits

comercialmente disponiveis.



4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados estdo apresentados como média + erro padraoc da média (EPM) e
foram submetidos inicialmente a analise de variancia de uma via (ANOVA) com pos
teste de Tukey. Quando foi necessario aplicamos também o teste “t” de student

pareado e nao pareado, com nivel de significancia para p < 0,05.



5 RESULTADOS

A classificacdo encontrada de atividade fisica no teste de IPAQ (Questionario
Internacional de Atividade Fisica) na versao longa (Anexo 2), em METS min/semana,
foi de atividade fisica intensa (Tabela 3) dos individuos dos grupos T (n=9) € TS
(n=19).

QUADRO 4. CARACTERISTICAS GERAIS DOS INDIVIDUOS ESTUDADOS NO

DIA ZERO
POPULACAO TO EPM (T0) EPM TS0 EPM (TS0)
IPAQ-INTENSA 1625 MET - 0,981 1689 MET- 1,023
(1500 MET - min/semana min/semana
min/semana)
N 9 19
MC 13,99 1,121 13,53 1,237
(Kg/m®)
% GORDURA 15,92 1,312 15,66 1,345
CORPORAL
% INGESTAO 30,95 1,093 30,18 1,131
DE
GORDURA




A proliferacdo de linfocitos sanguineos (%) obtidos dos individuos nao

suplementados antes ou ao final de 60 dias de exercicio, nao foi diferente (TO x

T60). Os individuos treinados suplementados com 2 g de 6leo de peixe ao final de

60 dias (TS60) apresentaram proliferacdo linfocitaria 2,63 vezes maior quando

comparado o grupo TS0 e de 2,51 vezes maior entre o grupo T60 (p<0,05). Nao

houve diferenga significativa entre os grupos, no inicio do experimento treinado nao

suplementado (T0) e ao final de 60 dias (T60), bem como quando comparado ao

grupo treinado suplementado no dia zero (TS0) (p>0,05) (Figura 4).
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Figura 4. Proliferacdo dos linfécitos sanguineos (%) dos individuos treinados néo

suplementados no dia zero (T0) e ao final de 60 dias (T60), treinados e

suplementados com éleo de peixe no dia zero (TS0) e apds 60 dias (TS60). Os
dados representam a média £ EPM de 3 ( TO, T60) e 6 (TS0, TS60) individuos por

grupo. * p < 0,05 vs T60 e TS60.

QUADRO 5. MEDIA,EPM E N DOS RESULTADOS PROLIFERAGAO DE
LINFOCITOS
DADOS TO T60 TSO TS60
MEDIA 3,690 3,753 8,570 9,415
+EPM 0,330 1,081 0,242 1,463
N 3 3 6 6




A populagdo CD4" (Figura 5) no dia zero de suplementacao foi de 2,93% em
10* eventos (TS0) ao final de 60 dias (TS60), esta populacdo elevou-se para 10,4%,
0 que significou num aumento de 3,58 vezes (p<0,05). Ainda, quando comparado ao
grupo sem suplementagao ao final de 60 dias (T60), o0 aumento foi de 3,83 vezes
(p<0,05). Nao houve diferenga significativa entre os grupos no inicio do experimento,
treinado nao suplementado (T0) e ao final de 60 dias (T60), bem como quando

comparado ao grupo treinado suplementado no dia zero (TS0) (p>0,05).
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Figura 5. Determinagdo da populagdo linfocitaria CD4" circulante dos individuos
treinados nao suplementados no dia zero (T0) e ao final de 60 dias (T60), treinados
e suplementados com 6leo de peixe no dia zero (TS0) e apds 60 dias (TS60). Os
dados representam a média £ EPM de 3 ( TO, T60) e 7 (TS0, TS60) individuos por
grupo. * p < 0,05 vs T60 e TS60.

QUADRO 6. MEDIA, EPM E N DOS RESULTADOS DETERMINACAO
POPULACAO LINFOCITARIA CD4"

DADOS T0 T60 TS0 TS60

MEDIA 2,857 2,680 2,931 10,370

*EPM 1,672 1,490 0,905 3,165
N 3 3 7 7




A determinacdo quantitativa da populacdo de linfécitos CD8" (Figura 6)
representada em % células no dia zero de suplementacdo foi de 8,5% em 10*
eventos (TS0) ao final de 60 dias (TS60), esta populagdo diminuiu para 6,1%, 0 que
significou numa redugéo em 1,4 vezes (p<0,05). O mesmo foi observado quando
comparado ao grupo nao suplementado ao final de 60 dias (T60) (p<0,05). Nao
houve diferenga significativa entre os grupos, no inicio do experimento treinado nao
suplementado (T0) e ao final de 60 dias (T60), bem como quando comparado ao
grupo treinado suplementado no dia zero (TS0) (p>0,05).
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Figura 6. Determinagdo da populagéo linfocitaria CD8" circulante dos individuos
treinados nao suplementados no dia zero (T0) e ao final de 60 dias (T60), treinados
e suplementados com 6leo de peixe no dia zero (TSQ) e apds 60 dias (TS60). Os
dados representam a média + EPM de 4 ( TO, T60) e 13 (TS0, TS60) individuos por
grupo. * p< 0,05 vs T60 e TS60.

QUADRO 7. MEDIA, EPM E N DOS RESULTADOS DA DETERMINACAO
POPULACAO LINFOCITARIA CD8*

DADOS T0 T60 TS0 TS60

MEDIA 8,535 8,430 8,576 6,105

+EPM 1,834 2,419 1,004 0,627
N 4 4 13 13




A producao de anion superéxido pelos neutréfilos sanguineos (Figura 7) no
dia zero da suplementacao foi de 0,12% em absorbancia 10° células (TS0) ao final
de 60 dias (TS60), esta populagcédo elevou-se para 0,28%, 0 que significou num
aumento de 2,3 vezes p<0,05. O mesmo foi observado quando comparado ao grupo
treinado nao suplementado ao final de 60 dias (T60) (p<0,05). Nao houve diferenca
significativa entre os grupos, no inicio do experimento treinado n&o suplementado
(TO) e ao final de 60 dias (T60), bem como quando comparado ao grupo treinado

suplementado no dia zero (TS0) (p>0,05).
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Figura 7. Producéo de anion superoxido pelos neutréfilos sanguineos dos individuos
treinados nao suplementados no dia zero (T0) e ao final de 60 dias (T60), treinados
e suplementados com 6leo de peixe no dia zero (TS0) e apds 60 dias (TS60). Os
dados representam a média £ EPM de 5 ( TO, T60) e 19 (TS0, TS60) individuos por
grupo. * p < 0,05 vs T60 e TS60.

QUADRO 8. MEDIA,'EPM E N DOS RESULTADOS DA PRODUCAO ANION
SUPEROXIDO PELOS NEUTROFILOS
DADOS T0 T60 TS0 TS60
MEDIA 0,1211 0,1222 0,1249 0,2810
+EPM 0,027 0,0135 0,0251 0,0200
N 5 5 19 19




O volume lisossomal (Figura 8) pelos neutréfilos sanguineos no dia zero da

suplementacdo foi de 0,18 em absorbancia.10® células (TS0) ao final de 60 dias

(TS60), esta populagao elevou-se para 0,23, 0 que significou num aumento de 1,26
vezes p<0,05. O mesmo foi observado quando comparado ao grupo treinado nao
suplementado ao final de 60 dias (T60) (p<0,05). Nao houve diferenga significativa
entre os grupos, no inicio do experimento treinado nao suplementado (T0) e ao final
de 60 dias (T60), bem como quando comparado ac grupo treinado suplementado no
dia zero (TSO0) (p>0,05).
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Figura 8. Volume lisossomal dos neutréfilos sanguineos dos individuos treinados
nao suplementados no dia zero (TO) e ao final de 60 dias (T60), treinados e
suplementados com éleo de peixe no dia zero (TS0) e apds 60 dias (TS60). Os
dados representam a média £+ EPM de 8( TO, T60) e 19 (TS0, TS60) individuos por

grupo. * p < 0,05 vs T60 e TS60.

QUADRO 9. MEDIA, EPM E N DOS RESULTADOS DA DETERMINAGAO DO
VOLUME LISOSSOMAL
DADOS T0 T60 TS0 TS60
MEDIA 0,1884 0,1930 0,1836 0,2316
*EPM 0,0425 0,0282 0,0218 0,0153
N 8 8 19 19




A concentracdo plasméatica de colesterol (mg/dl) nos individuos do grupo
treinado suplementado no dia zero foi de 157,8 (Figura 9). Ao final de 60 dias de
suplementagéo com 6leo de peixe a concentragao de colesterol foi de 142,4, o que
significou numa queda de 1,10 vezes (p<0,05). Quando comparado ao grupo
treinado nao suplementado ao final de 60 dias (T60) essa redugao foi de 1,08,
contudo né&o foi significativa (p>0,05). Nao houve diferenga significativa entre os
grupos, no inicio do experimento treinado nao suplementado (TO) e ao final de 60
dias (T60), bem como quando comparado ao grupo treinado suplementado no dia
zero (TS0) (p>0,05).
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Figura 9. Concentragdo plasmatica de colesterol dos individuos dos individuos
treinados nao suplementados no dia zero (T0) e ao final de 60 dias (T60), treinados
e suplementados com 6leo de peixe no dia zero (TS0Q) e apds 60 dias (TS60). Os
dados representam a média £+ EPM de 8( TO, T60) e 16 (TS0, TS60) individuos por
grupo. * p < 0,05 vs T60 e TS60.

QUADRO 10. MEDIA, EPM E_N DOS RESULTADOS DA DETERMINACAO
CONCENTRAGCAO PLASMATICA DE COLESTEROL

Dados T0 T60 TS0 TS60

MEDIA 157,3 154,2 157,8 142,4

+EPM 6,56 11,89 7,18 8,01
N 8 8 16 16




A concentragao plasmatica de colesterol HDL (mg/dl) ndo foi diferente entre os

grupos (p>0,05) (Figura 10).
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Figura 10. Concentragdo plasmatica de colesterol HDL (mg/dl) dos individuos

treinados nao suplementados no dia zero (T0) e ao final de 60 dias (T60), treinados

e suplementados com 6leo de peixe no dia zero (TS0) e apds 60 dias (TS60). Os
dados representam a média £ EPM de 5 ( TO, T60) e 13 (TS0, TS60) individuos por

grupo.

QUADRO 11. MEDIA, EPM E N DOS RESULTADOS DA DETERMINACAO
CONCENTRACAOPLASMATICA DE COLESTEROL HDL

DADOS T0 760 TS0 TS60

MEDIA 31,97 35,72 39,96 37,65

*EPM 2,605 1,524 1,758 3,621
N 5 5 13 13




A concentragdo plasmatica de triacilglicerol (mg/dl) nos individuos do grupo
treinado suplementado no dia zero foi de 123,5 (Figura 11). Ao final de 60 dias de
suplementagdo com 6leo de peixe a concentragao de colesterol foi de 86,7, 0 que
significou numa queda de 1,4 vezes (p<0,05). O mesmo foi observado quando
comparado ac grupo treinado nao suplementado ao final de 60 dias (T60) (p<0,05).
Nao houve diferenga significativa entre 0os grupos, no inicio do experimento treinado
nao suplementado (T0O) e ao final de 60 dias (T60), bem como quando comparado ao
grupo treinado suplementado no dia zero (TS0) (p>0,05).
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Figura 11: Concentracdo plasmatica de triacilglicerol (mg/dl) dos individuos
treinados nao suplementados no dia zero (T0) e ao final de 60 dias (T60), treinados
e suplementados com 6leo de peixe no dia zero (TS0) e apds 60 dias (TS60). Os
dados representam a média £ EPM de 5 ( TO, T60) e 15 (TS0, TS60) individuos por
grupo. * p < 0,05 vs T60 e TS60.

QUADRO 12. MEDIA, EPM E N DOS RESULTADOS DA DETERMINACAO
CONCENTRAGCAO PLASMATICA DE TRIACILGLICEROL

DADOS T0 T60 TS0 TS60

MEDIA 122,9 123,8 123,5 86,77

+EPM 40,39 34,79 17,17 10,49
N 5 5 15 15




A concentragao plasmatica de glicose (mg/ dl) ndo foi diferente entre os

grupos (p>0,05) (Figura 12).
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Figura 12. Concentragéo plasmatica de glicose (mg/dl) dos individuos treinados nao

suplementados no dia zero (T0) e ao final de 60 dias (T60), treinados e

suplementados com éleo de peixe no dia zero (TS0) e apds 60 dias (TS60). Os
dados representam a média £+ EPM de 8 ( TO, T60) e 17 (TS0, TS60) individuos por

grupo.

QUADRO 13. MEDIA, EPM E N DOS RESULTADOS DA DETERMINAGCAO

CONCENTRAGAO PLASMATICA DE GLICOSE

DADOS T0 T60 TS0 TS60

MEDIA 91,73 87,94 89,82 89,54

*EPM 4,121 6,822 2,578 4,561
N 8 8 17 17




Os concentracdo de lactato sanguineo (umol/l) ndo foi diferente entre os

grupos (p>0,05) (Figura 13).
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Figura 13. Concentracdo plasmatica de lactato dos individuos treinados nao
suplementados no dia zero (T0) e ao final de 60 dias (T60), treinados e
suplementados com éleo de peixe no dia zero (TS0) e apds 60 dias (TS60). Os
dados representam a média £ EPM de 6 ( TO, T60) e 19 (TS0, TS60) individuos por

grupo.

QUADRO 14. MEDIA, EPM E N DOS RESULTADOS DA DETERMINAGCAO
CONCENTRAGCAO PLASMATICA DE LACTATO

DADOS

T0

T60 TS0 TS60

MEDIA 1,395 1,292 1,342 1,221

*EPM 0,0908 0,0622 0,0573 0,074
N 6 6 19 19




6 DISCUSSAO

Acidos graxos sdo importantes constituintes das células, exercendo fungao
estrutural, energética, sinalizadora, imunitaria, entre outras. Os &cidos graxos n-3 e
n-6, em especial, tém a habilidade de modularem a resposta imunitaria (CURI,
2002). Outro fator que tem a mesma habilidade é a atividade fisica. Se praticada
com intensidade leve até moderada tem acgao estimulatéria, se com alta intensa tem
efeito imunossupressor, levando a diminuicao da proliferagédo dos linfocitos, atividade
dos neutréfilos, razdo CD4'/CD8" e a produgéao de anticorpos (NIEMAN, 2001) e
(MACKINNON, 2000).

Neste estudo, individuos humanos adultos praticantes de atividade fisica intensa,
suplementados com 2g por dia de 6leo de peixe rico em acido graxo n-3, durante 60
dias, foram avaliados quanto a possivel ou nao associagéo da dieta e atividade fisica
como potencializadores da imunomodulagao.

A confirmagao da intensidade fisica foi demonstrada no quadro 4 pelo teste
de IPAQ. Os individuos treinados no inicio (T0) e ao final de 60 dias (T60) nao
tiveram alteragao da proliferagéo dos linfécitos, 0 que demonstra que o exercicio nao
causou, ao longo do treinamento, imunossupressao (Figura 4). A associagdo da
atividade fisica com a suplementacao com 6éleo de peixe (TS60) pbs 60 dias elevou
a proliferagéo linfocitaria em 2,6 vezes (Figura 4), a populagdo CD4" em 3,5 vezes
(Figura 5) e a redugao da populagdo CD8" em 1,4 vezes (Figura 6). Estes achados
nos sugerem que a associagao da dieta com a atividade fisica foi habil em elevar a
resposta proliferativa dos linfécitos bem como da populagdo CD4*. O efeito da
diminui¢cdo das células CD8" em 1,4 vezes e 0 aumento das células CD4" em 3,5
promoveu de forma modesta a razdo CD47/CD8". Tem sido demonstrado que 6leo
de peixe, rico em acido graxo n-3, tem capacidade estimulatéria (ROBINSON et. al.,
2001, CALDER, 1995 e CALDER, et al.,, 2002) ou inibitéria (THIES et al, 2001,
SANDERSON, et al., 1993; CALDER, 1995) sobre o sistema de defesa. As
diferentes respostas nestes estudos séo explicadas pela dose usada de acido graxo
n-3, onde 0s estudos que utilizaram doses baixas tiveram agédo imunoestimulatéria e
aqueles que utilizaram doses altas, a¢des inibitérias.

Arrington e colaboradores (2001) mostraram que a dieta com acidos graxos
poliinsaturados modula a ativacdo de subsets de células T, em camundongos.
Quando linfécitos esplénicos T CD4"™ e T CD8', obtidos de camundongos
alimentados com dieta com 2% foram analisados quando a proliferagdo, foi



demonstrado que a dieta com édmega-3 aumentou a populagdo Th2 CD4" via IL-4 e
diminuiu a IL-2 que induziria ao fenétipo Th1. Colocando isto em outras palavras,
temos que os efeitos anti-inflamatérios dos acidos graxos n-3 podem resultar tanto
da supressao direta da ativacao das células Th1 IL-2 induzida € a supresséo indireta
das células Th1 por fungao regulatéria cruzada elevada das células Th2.

Acidos graxos de cadeia longa, EPA e DHA, s&o os principais componentes
do 6leo de peixe. Quando administrados isolados tem efeitos distintos. Quando DHA
€ administrado a camundongos, ha uma relagdo oposta entre DHA e expressao de
CD4" e CD8". Em outras palavras, a medida que a concentragdo de DHA elevou-se
foi observado reducdo na expressao dos marcadores de superficie CD4" e CD8”
(SASAKI, 1999). Interessantemente, este acido graxo de cadeia longa eleva o
nimero de linfécios CD28*, ou seja, hd uma imunomodulagdo negativa para CD4",
CD8" e positiva para CD28". Portanto, a expressao reduzida dessas moléculas de
superficie envolvidas na proliferagdo das células T tem sérias implicagdes no papel
do DHA como imunossupressor (SASAKI, 2006).

O mecanismo pelo qual o acido graxo n-3 altera a proliferagdo das células T
ainda nao estd claro. Um possivel mecanismo de acédo € pela sintese de
eicosandides. Prostaglandina E.» derivada do acido araquidénico é imunoesimulador
e 0s derivados do EPA, a prostaglandina Es, nao tem efeito imunoestimulador
(CALDER, 1995). Assim, a ingestao de EPA diminuiu a produgdo dos eicosandides
derivados do 4cido araquidénico e aumentou a dos derivados do EPA. Como esses
eicosandides regulam a proliferacao de linfécitos, a alteragdo da producéo desses
eicosandides ndo foi suficiente para reduzir a proliferagao de linfocitos como
esperado pela acdo do EPA. Como a dose que administramos aos atletas néo foi
elevada esta, possivelmente, teve o efeito estimulador ja demonstrado em outros
estudos. Outros possiveis mecanismos podem participar desta resposta ndo devem
ser descartados e devem ser investigados. Em adigdo ao aumento da proliferagéo
das células T, também encontramos diminuicdo da proporcao de células CD8".
Como as células CD8" podem agir como supressoras da resposta imunitaria, a
diminuicdo do numero dessas células pode ser responsavel pelo aumento da
resposta proliferativa das células T (CALDER, 2002).

Os neutrdfilos representam 50-60% do pool de leucécitos circulantes e
destrbem o agente invasor por fagocitado e pela producdo de radicais livres
derivados de oxigénio e nitrogénio.



Na figura 7, houve aumento da producdo de anion superéxido de hidrogénio
quando o grupo treinado suplementado ao final de 60 dias (TS60), foi comparado
com os grupos T60 e TS0, com diferenga estatistica (p<0,05).

Uma das explicagbes para que ocorra 0 aumento da produgdo de anion
superdxido de hidrogénio de neutréfilos no grupo suplementado com dleo de peixe é
de que as enzimas que resultam na sintese de anion superéxido sao reguladas por
eicosandides, citocinas, como 0s acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa
6mega 3 afetam na producdo de eicosandides e citocinas, e estas, podem afetar a
producdo das espécies reativas do oxigénio e estes compostos sdo capazes de
regular as atividades citotoxica dos neutrofilos (CALDER, 2001).

Observamos que houve também aumento da retencao lisossomal de
neutréfilos em individuos suplementados com éleo de peixe (TS60), esta elevou-se
de 1,26 vezes quando comparada a dos grupos T60 e TS0 (Figura 8). Uma possivel
explicagdo pode ser o fato de que as dietas em n-3 podem diminuir a sintese de
leucotrienos da série B4, ja que a via metabdlica do n-3 estimulam o leucotrienos da
série impar e n-6 da série par, devida a natureza competitiva entre n-3 e n-6, a
suplementacdo de n-3 inibiria os leucotrienos da série B4, os quais séo
considerados agentes desgranuladores, dessa forma, pode haver uma maior
retencéo lisossomos (CURI, 2002).

Apesar das hipéteses serem favoraveis a uma imunoestimulagdo positiva, €
importante ressaltar que a presenca de antioxidantes na dieta, atividade fisica de
alta intensidade, nutricdo desbalanceada, com deficiéncias de alguns nutrientes
podem também influenciar na funcionalidade das células do sistema imunitario.
Philpott & Ferguson (2004) em uma grande revisdo associaram a nutrigdo ao
sistema imunitario trazendo beneficios ou maleficios sobre o sistema imune. Por isso
muitos resultados obtidos sobre os efeitos dos lipideos no sistema imune, algumas
vezes nao devem ser comparados.

Tem sido demonstrado que tanto exercicio aerdbico quanto a ingestao de
6leo de peixe séo capazes de reduzir os lipideos do plasma (CURI, 2002). Yeater e
cols., 1989 demonstraram que a combinagdo de ambas abordagens foi habil em
reduzir a concentragdo de colesterol-LDL. Em nosso trabalho, demonstramos que a
concentragcao de colesterol total (Figura 9) e de triacilglicerol (Figura 11) na
circulacdo também foram reduzidas quando da associagao de exercicio € éleo de
peixe, 0 que se soma aos achados dos estudos de Yeater e colaboradores (1989).
Por outro lado, ndo houve alteragao na concentragao de HDL-colesterol (Figura 10).



Tem sido defendido por muitos estudos 0 uso de 6mega-3 e exercicio no tratamento
de dislipidemias devido aos seus efeitos de elevar a concentragao de HDL-colesterol
(STANTON, 1997). No nosso trabalho ndo fomos capazes de demonstrar este
fendbmeno porque nossos individuos ja eram praticantes de atividade fisica. O que os
dados nos permitem mostrar foi que a associagdo de suplementagdo e atividade
fisica ndo foi habil em elevar a concentragdo do HDL, mas foi eficaz em reduzir os
lipideos que sédo considerados fatores de risco para o desenvolvimento de doenga
cardiovascular e tem sido observado em pacientes cardiacos (PATSCH, 1992). De
fato, Smith (2004) estudou em individuos recreacionalmente ativos o efeito da
atividade fisica combinada com &cido graxo n-3. Eles observaram um efeito aditivo
desta abordagem em reduzir a lipemia péds-prandial apdés uma refeicdo rica em
gordura. Outro trabalho que examinou também a mesma abordagem foi o de
Thomas (2000), contudo em individuos sedentarios. Estes encontraram que o0s
efeitos observados em individuos treinados ndo acontecem em sedentarios. Estes
dois dados contraditérios nos permitem sugerir que individuos ativos podem
realmente experimentar maior beneficio da combinagao de suplementacao e
atividade fisica quanto a redugédo da lipemia. Baseado nestas informacdes € justo
perguntar se individuos sedentarios praticarem exercicios e forem suplementados
com Omega-3 quando tempo demorara a ser observado os efeitos benéficos
demonstrados? Esta resposta pode ser obtida ao analisar-se o trabalho de Warner
(1989). Estes autores examinaram o efeito combinado de 12 semanas de
treinamento de exercicio aerdbico com suplementacdo com 6mega-3 sobre os
lipideos de individuos sedentarios hiperlipidémicos. Eles mostram que apds 4
semanas ja foi encontrado o efeito benéfico desta combinagdo. Portanto, podemos
responder a questdo acima que os efeitos benéficos ocorrem rapidamente, em
menos de 4 semanas, em individuos sedentarios. Estes dados e 0s nossos
representam o0s efeitos em curto prazo desta combinacdo e no nosso caso,
individuos treinados. Seria interessante no futuro alguém examinar a combinacao de
ambas as abordagem e seus efeitos em longo prazo. Em adigdo e talvez tao
importante ou mais, seria qual o efeito desta combinagdo em prevenir 0
desenvolvimento de doengas cardiovasculares. Obviamente estas questées devem
ser examinadas no futuro.

Nao encontramos nenhuma alteragao na glicemia e laticidemia (Figuras 12 e
13), como seria de se esperar. Ou seja, ndo houve nenhuma modificagdo nestes
importantes parametros que séo alterados na presenca de atividade fisica ou de



ingestdo de gordura. Em adicdo, por estarmos ministrando acido graxo
poliinsaturado, os quais sdo mais propensos a peroxidagao, € legitimo perguntar se
nao estariamos tendo como efeito colateral a pré-oxidagéao tecidual e celular. Na
verdade, Atalay e colaboradores (2000) demonstraram que ratos, em repouso ou
apds exercicio agudo, quando suplementados com 6leo de peixe, apresentaram
maior atividade da catalase, glutationa peroxidase e glutationa-S-transferase no
figado e por¢do vermelha do musculo gastrocnémio. Em outras palavras, mesmo
tendo maior incorporacao de acidos graxos poliinsaturados em suas membranas, 0s
tecidos tem sua “bateria” anti-oxidante melhorada. O mecanismo molecular que leva

a este fendmeno nio é sabido e necessita ser determinado.



7 CONCLUSAO

A associacao da suplementagdo com bleo de peixe a atividade fisica, nestes
individuos, foi habil em aumentar fungdo de neutréfilos, proliferacdo de linfécitos
CD4%e reduzir a de CD8". Ainda, reduzir a concentracao de lipideos envolvidos com
risco de doengas cardiovasculares. Sendo assim, parece licito afirmar que o éleo de
peixe pode ser utilizado como coadjuvante, no combate de doengas do ITRS,
aliando estratégias anti-sedentarismo e hébitos alimentares saudaveis, na busca da
melhoria na qualidade de vida, dos individuos com desordens imunitaria e nos
permitem sugerir que individuos ativos podem realmente experimentar maior
beneficio da combinagcédo de suplementagéo e atividade fisica quanto a redugéao da

lipemia.
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ANEXOS



TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, , do sexo ,

de  anos de idade, residente a , declaro ter
sido informado e estar devidamente esclarecido sobre os objetivos e intencdes desse estudo,
sobre as técnicas (procedimentos) a que estarei sendo submetido, sobre os riscos ¢
desconfortos que poderdo ocorrer. Recebi garantias de total sigilo e de obter esclarecimentos
sempre que o desejar. Sei que minha participacio estd isenta de despesas. Concordo em
participar voluntariamente deste estudo e sei que posso retirar meu consentimento a qualquer
momento, sem nenhum prejuizo ou perda de qualquer beneficio (caso o sujeito de pesquisa
esteja matriculado na Instituicio onde a pesquisa estd sendo realizada).

Assinatura do sujeito de pesquisa Assinatura da testemunha

/__1 /__1

Pesquisador responsével

Eu, , responsavel pelo projeto
declaro que obtive espontaneamente o consentimento deste
sujeito de pesquisa (ou do seu representante legal) para realizar este estudo.

Assinatura /!




QUESTIONARIO INTERNACIONAL DE ATIVIDADE FISICA

Nome: Data: / /
Idade:  Sexo:F () M( ) Vocé trabalha de forma remunerada: () Sim () Nao.
Quantas horas vocé trabalha pordia: _____

Quantos anos completos vocé estudou:
De forma geral sua satide esta:( ) Excelente ( ) Muito boa () Boa () Regular ( )Ruim

No6s 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 tao
ativos n6s somos em relacdo a pessoas de outros paises. As perguntas estdo relacionadas
ao tempo que vocé gasta fazendo atividade fisica em uma semana NORMAL USUAL ou
HABITUAL. 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 sdo MUITO importantes. Por favor responda cada
questdao mesmo que considere que néo seja ativo. Obrigado pela sua participacao !

Para responder as questdes lembre que:

» atividades fisicas VIGOROSAS sio aquelas que precisam de um grande esforco fisico e
que fazem respirar MUITO mais forte que 0 normal

» atividades fisicas MODERADAS sao aquelas que precisam de algum esforco fisico e
que fazem respirar UM POUCQO mais forte que o normal

SEGAO 1- ATIVIDADE FiSICA NO TRABALHO

Esta sec@o inclui as atividades que vocé faz no seu servigo, que incluem trabalho remunerado ou
voluntario, as atividades na escola ou faculdade e outro tipo de trabalho ndo remunerado fora da sua
casa. NAO incluir trabalho ndo remunerado que vocé faz na sua casa como tarefas domésticas, cuidar
do jardim e da casa ou tomar conta da sua familia. Estas serdo incluidas na se¢éo 3.

1a. Atualmente vocé trabalha ou faz trabalho voluntario fora de sua casa?
( ) Sim () Nao — Caso vocé responda nao Va para secdo 2: Transporte

As préoximas questbes sdo em relacdo a toda a atividade fisica que vocé faz em uma
semana USUAL ou NORMAL como parte do seu trabalho remunerado ou n&o remunerado.
NAOQ inclua o transporte para o trabalho. Pense unicamente nas atividades que vocé faz por
pelo menos 10 minutos continuos :

1b. Em quantos dias de uma semana normal vocé gasta fazendo atividades vigorosas,
por pelo menos 10 minutos continuos, como trabalho de construgdo pesada,
carregar grandes pesos, trabalhar com enxada, escavar ou subir escadas como
parte do seu trabalho:

dias por SEMANA ( ) nenhum - Va para a gquestao 1d.

1c.  Quanto tempo no total vocé usualmente gasta POR DIA fazendo atividades fisicas
vigorosas como parte do seu trabalho ?

horas minutos
1d. Em quantos dias de uma semana normal vocé faz atividades moderadas, por pelo

menos 10 minutos continuos, como carregar pesos leves como parte do seu
trabalho ?

dias por SEMANA ( ) nenhum - Va para a guestao 1f




1e. Quanto tempo no total vocé usualmente gasta POR DIA fazendo atividades
moderadas como parte do seu trabalho ?

horas minutos

1f. Em quantos dias de uma semana normal vocé anda, durante_pelo menos 10
minutos continuos, como parte do seu trabalho ?Por favor NAO inclua o andar
como forma de transporte para ir ou voltar do trabalho

dias por SEMANA ( ) nenhum - Va para a secao 2 - Transporte.

1g- Quanto tempo no total vocé usualmente gasta POR DIA caminhando como parte
do seu trabalho ?

horas minutos

SECAO 2 - ATIVIDADE FiSICA COMO MEIO DE TRANSPORTE
Estas questdes se referem a forma tipica como vocé se desloca de um lugar para outro,
incluindo seu trabalho, escola, cinema, lojas € outros.
2a. Em quantos dias de uma semana normal vocé anda de carro, 6nibus, metrd ou trem?

dias por SEMANA () nenhum - Va para questéo 2¢

2b. Quanto tempo no total vocé usualmente gasta POR DIA andando de carro, onibus,
metro ou trem?

horas minutos

Agora pense somente em relagdo a caminhar ou pedalar para ir de um lugar a outro em uma semana
normal.

2c.  Em quantos dias de uma semana normal vocé anda de bicicleta por pelo menos 10
minutos continuos para ir de um lugar para outro? (NAO inclua o pedalar por lazer
ou exercicio)

dias por SEMANA ( )} Nenhum - Va para a questio 2e.

2d. Nos dias que vocé pedala quanto tempo no total vocé pedala POR DIA para ir de um
lugar para outro?

horas minutos
2e. Em quantos dias de uma semana normal vocé caminha por pelo menos 10 minutos

continuos para ir de um lugar para outro? (NAO inclua as caminhadas por lazer ou
exercicio)

dias por SEMANA ( )} Nenhum - V& para a Secéo 3.

2f. Quando vocé caminha para ir de um lugar para outro quanto tempo POR DIA vocé
gasta? (NAO inclua as caminhadas por lazer ou exercicio)

horas minutos



SECAO 3 — ATIVIDADE FiSICA EM CASA: TRABALHO, TAREFAS DOMESTICAS E
CUIDAR DA FAMILIA

Esta parte inclui as atividades fisicas que vocé faz em uma semana NORMAL na sua casa
e ao redor da sua casa, por exemplo trabalho em casa, cuidar do jardim, cuidar do quintal,
trabalho de manutengéo da casa ou para cuidar da sua familia. Novamente pense somente
naquelas atividades fisicas que vocé faz por pelo menos 10 minutos continuos.

3a. Em quantos dias de uma semana normal vocé faz atividades fisicas vigorosas no
jardim ou quintal por pelo menos 10 minutos como carpir, lavar o quintal, esfregar o
chao:

dias por SEMANA ( )} Nenhum - Va para a questéo 3¢

3b.  Nos dias que vocé faz este tipo de atividades vigorosas no quintal ou jardim quanto
tempo no total vocé gasta POR DIA?

horas minutos
3c. Em quantos dias de uma semana normal vocé faz atividades moderadas por pelo
menos 10 minutos como carregar pesos leves, limpar vidros, varrer, rastelar com no
jardim ou quintal

dias por SEMANA ()} Nenhum - Va para guestao 3e.

3d.  Nos dias que vocé faz este tipo de atividades quanto tempo no total vocé gasta POR
DIA fazendo essas atividades moderadas no jardim ou no quintal?

horas minutos

3e. Em quantos dias de uma semana normal vocé faz atividades moderadas por pelo
menos 10 minutos como carregar pesos leves, limpar vidros, varrer ou limpar ¢ chao
dentro da sua casa.

dias por SEMANA ( Y Nenhum - Va para secéo 4

3f. Nos dias que vocé faz este tipo de atividades moderadas dentro da sua casa quanto
tempo no total vocé gasta POR DIA?

horas minutos

SECAO 4- ATIVIDADES FiSICAS DE RECREAGAO, ESPORTE, EXERCICIO E DE
LAZER

Esta secdo se refere as atividades fisicas que vocé faz em uma semana NORMAL
unicamente por recreacao, esporte, exercicio ou lazer. Novamente pense somente nas
atividades fisicas que faz por pelo menos 10 minutos continuos. Por favor NAO inclua
atividades que vocé ja tenha citado.

4a. Sem contar qualquer caminhada que vocé tenha citado anteriormente, em quantos
dias de uma semana normal, vocé caminha por pelo menos 10 minutos continuos no seu
tempo livre?

dias por SEMANA (Y Nenhum - Va para questéao 4c



4b. Nos dias em que vocé caminha no seu tempo livre, quanto tempo no total vocé gasta
POR DIA?

horas minutos

4¢. Em quantos dias de uma semana normal, vocé faz atividades vigorosas no seu tempo
livre por pelo menos 10 minutos, como correr, fazer aerdbicos, nadar rapido, pedalar rapido
ou fazer jogging :

dias por SEMANA ( Y Nenhum - V& para questéao 4e

4d. Nos dias em que vocé faz estas atividades vigorosas no seu tempo livre quanto tempo
no total
vocé gasta POR DIA?

horas minutos

4e. Em quantos dias de uma semana normal, vocé faz atividades moderadas no seu
tempo livre por pelo menos 10 minutos, como pedalar ou nadar a velocidade regular, jogar
bola, vblei, basquete, ténis :

dias por SEMANA ( Y Nenhum - Va para secédo 5

4f. Nos dias em que vocé faz estas atividades moderadas no seu tempo livre quanto tempo
no total vocé gasta POR DIA?

horas minutos

SEGAO 5 - TEMPO GASTO SENTADO

Estas tltimas questdes sfo 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 li¢do de casa visitando um amigo, lendo,
sentado ou deitado assistindo TV. Nio inclua o tempo gasto sentando durante o transporte em
Onibus, trem, metrd ou carro.
5a. Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante um dia de semana?
horas  minutos
5b.  Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante em um dia de final de semana?
horas  minutos



LUaiversidade Federal do Parana

U F P R Setor de Ciéncias Biologicas
9 O AN OS Departamento de Botanica

Curitiba. 10 de Agosto de 2005.

Dr. Luiz Claudio Fernandes
Depto. Fisiologia

Setor de Ciéncias Biologicas
Universidade Federal do Parana

Caro Prof. Fernandes.

Venho por meio desta comunicar que o projeto intitulado “Acidos graxos
poliinsaturados N-3 e sua agdo sobre o sistema imunitario de individuos participantes de
atividade fisica”, de sua responsabilidade. foi aprovado pelo Comité Setorial de
Pesquisa em reunido realizada em 10/08/2005.

Sem mais,
/\.
b/ (/7 /)
,/ ’ L/,\a/ % -
Dr Renato Golgenberg
Professor r\djumo Depto. Botanica
Presidente do Comité Setorial de Pesquisa
Setor de Ciéncias Biologicas
Universidade Federal do Parana
Centro Politécnico Jardim das Americas Caixa Postal 19031
CEP: 81531-990 - CURITIBA - Parana Tel. (411 3361-1627 ou 3361-1757

Fax. (41) 3266-2042 E-mail: rgolden@ufpr. br
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Ministério da Educagao
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

u F P R Setor de Ciéncias Biologicas
Comité Setorial de Etica em Pesquisa

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

Projeto: “Acidos graxos poliinsaturados n-3 e sua agio sobre o sistema imunitario de
individuos participantes de atividade fisica®
Pesquisador: Prof. Dr. Luiz Claudio Fernandes
Departamento: Departamento de Fisiologia
Data de entrada no CEP-Bioldgicas: 26/07/2005
Registro CEP-Biologicas: 006-05
Curitiba, 22 de setembro de 2005

Prezado Prof. Dr. Luiz Claudio Fernandes

Em relagéo a projeto acima citado, venho por meio desta informéa-lo de que este toi
avaliado pelo CEP-Biolégicas, estando de acordo com a Declaragdo de Helsinque (e suas
atualiza¢des) e com a resolugdo 196/96 do CNS (e resolugdes complementares), tendo sido
aprovado pelo comité. Portanto, a partir desta data poderé ser iniciada a execug@o e a coleta
de dados do referido projeto.

Ressalto que, de acordo com a resolugdo 196/96 que: (a) o pesquisador deve
comunicar a este comité qualquer alteragdo no protocolo experimental ou no termo de
consentimento (nestas circunstancias a inclusdo deve ser temporariamente suspensa até
analise do CEP das modificagdes propostas); (b) comunicar imediatamente ao CEP
qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento da pesquisa; (c) os dados
individuais de todos individuos devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para
possivel auditoria; (d) apresentar relatério parcial em margo de 2006.

Contando com sua compreensdo e apoio, coloco-me & disposigio para maiores

esclarecimentos, atenciosamente

RobertoAndreatini

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa do
Setor de Ciéncias Bioldgicas



FACULDADE DE ENGENHARIA DE ALIMENTOS
Campinas, 3 de junho de 2005

UNICAMP

Depto. de Alimentos ¢ Nutrigdo — Laboratério de Nutri¢do ¢ Metabolismo

Prof. Dr. André Luiz Felix Rodacki
Coordenador do Curso de Mestrado em Educacio Fisica

Universidade Federal do Parana

Prezado Professor,

Venho pelo presente encaminhar a V.Sa., em anexo, o projeto “Acidos
graxos...atividade fisica” com algumas sugestdes descritas no corpo do projeto e o

respectivo parecer.

As observacdes de cada item do projeto e as suas respectivas notas estido
descritas ao final de cada topico, onde considerei: Introducio (nota 85); Objetivos
(nota 70); Metodologia (nota 85); Cronograma (nota 100); Bibliografia (nota 85) e

Viabilidade Técnica (nota 100), O total foi de 525 pontos, obtendo a média geral de
87,5 pontos.

Deste modo sugiro a APROVACAO do projeto sendo no minimo
condicionada a discussdo, porém, ndo necessariamente envolvendo a altera¢do ou

inclusao dos pontos marcados por este consultor.

Coloco-me a disposi¢do para eventuais esclarecimentos relativos aos pontos

levantados e para outros posteriores projetos submetidos a esta coordenagao.
Cordiais saudagoes.
Atenciosamente,

C/////{/I’) ’{{////’7\

R \ OFWJ\JkJ
~J . . MIYASAKA
Y DEP AN-FEA-UNICAMP PROF.DR.CELIO KENJI

DEPAN- FEA

Enderec¢o: Rua Monteiro Lobato n® 80 - Bardo Geraldo - Campinas. SP-C. P. 6121 - 13.083-862
Telefone: (019) 3788.4078 - Fax: (019) 37884000




