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RESUMO

Objetivo: O objetivo deste estudo sera avaliar os efeitos de uma suplementacao com dleo de peixe
rico em o0mega-3 associada ou nao a atividade fisica sobre parametros anti-inflamatérios e de
resisténcia a insulina em individuos obesos e diabéticos tipo 2.

Métodos: Estudo randomizado, duplamente cegado para intervencao de 6mega-3. Serdo incluidos
individuos adultos com obesidade, portadores de diabetes mellitus tipo 2 em uso exclusivo de
metformina, como medicamento para controle da glicemia. O Protocolo sera baseado em
acompanhamento clinico, nutricional (suplementacdao com émega-3) e atividade fisica remota por
periodo de oito semanas. Os individuos selecionados para o estudo serdao aleatoriamente
encaminhados para um dos grupos: i) 6mega-3; ii) Omega-3 + atividade fisica; iii) atividade fisica +
placebo; iv) placebo. Para a analise dos resultados serao avaliados parametros bioquimicos (glicemia
e insulina de jejum, hemoglobina glicosilada, enzimas hepaticas, ureia, creatinina, colesterol total
e fracdes, triglicerideos, PCR e ferritina) e inflamatorios (TNF alfa, IL-1 beta, IL-6 e IL-10). Ao final
do estudo, espera-se que a intervencdo associada de émega-3 ao protocolo de atividade fisica
promova reducdo de parametros relacionados a resisténcia insulinica, aos niveis de citocinas
inflamatorias e aos parametros antropométricos.
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type 2 diabetic individuals.

Objective: This study aims to evaluate the effects of omega-3-rich fish oil supplementation with
or without physical activity on anti-inflammatory and insulin resistance parameters in obese and

Methods: Randomized, double-blind intervention study of omega-3. Adults with obesity and type 2
diabetes mellitus on exclusive use of metformin as a drug to control blood glucose will be included.

The Protocol will be based on clinical and nutritional follow-up (supplementation with omega-3)
and remote physical activity for eight weeks. Individuals selected for the study will be randomly
assigned to one of the following groups: i) omega-3; ii) omega-3 + physical activity; iii) physical
activity + placebo; iv) placebo. To analyze the results, biochemical parameters (fasting glucose and
insulin, glycosylated hemoglobin, liver enzymes, urea, creatinine, total cholesterol and fractions,
triglycerides, CRP, and ferritin) and inflammatory parameters (TNF alpha, IL-1 beta, IL- 6 and IL-
10). At the end of the study, it is expected that the intervention associated with omega-3 in the
physical activity protocol will promote a reduction in parameters related to insulin resistance,
levels of inflammatory cytokines, and anthropometric parameters.

INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a prevaléncia da obesidade
tem aumentado em todo o mundo, independente de
fatores sociais, econémicos e regionais'. No Brasil, o
levantamento realizado pela Vigilancia de Fatores de
Risco e Protecdo para Doencas Cronicas por Inquérito
Telefonico (VIGITEL) em 2018, aponta que 55,7% da
populacdo com mais de 18 anos encontrava-se com
excesso de peso?. O aumento da incidéncia de obesidade
se da ao conjunto de modificacbes ambientais que
impulsionam o individuo a ganhar peso por meio de um
padrao alimentar e nivel de atividades fisicas
inadequados, associados ou nao a fatores genéticos>*.

O aumento da gordura corporal é acompanhado
de profundas alteracdoes nas funcbes fisiologicas. A
deposicao de tecido adiposo visceral é um dos principais
contribuintes para o desenvolvimento de hipertensao
arterial, elevada concentracao de insulina plasmatica,
resisténcia a insulina (Rl), diabetes mellitus,
hiperlipidemia e inflamac&o crénica de baixo grau*. Essa
inflamacdo é marcada pelo aumento na secrecao de
citocinas proé-inflamatoérias, como o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e interleucinas 1 beta (IL-18)°. Em
adicao, o tecido adiposo de individuos obesos apresenta
marcante aumento na infiltracdco de macrofagos,
levando a liberacdo excessiva de citocinas pro-
inflamatérias, perpetuando o quadro inflamatoério. Em
sintese, individuos obesos desenvolvem inflamacao
cronica de baixo grau que causa resisténcia a insulina e
progride para diabetes mellitus tipo 2 (DM2)S. A
resisténcia a insulina é descrita como o principal elo
entre a obesidade e o DM2; trata-se de uma condicao na
qual o tecido periférico alvo tém uma resposta
subnormal aos niveis de insulina, resultando em menor
captacao da glicose e reducao de outros efeitos
fisiologicos da insulina®.

Dada a relacado inflamacao/RI, parece plausivel
acreditar que agentes anti-inflamatoérios seriam de
grande valia terapéutica em pacientes com obesidade e
DM2. Estudos tem demonstrado que o consumo dos
acidos graxos 0mega-3 tem importante potencial anti-
inflamatoério, em especial os acidos a-linolénico, os
eicosapentaenoicos (EPA) e docosahexaendico (DHA)’.
Além disso, tem se observado os efeitos do 6mega-3 na
reducdo da expressao génica de TNFa, IL-1B, IL-6’.
Contudo, apesar dos comprovados efeitos anti-

inflamatorios dos acidos graxos Omega-3, poucos e
controversos estudos em humanos tém analisado os
impactos na Rl. Uma outra intervencao com grande
potencial anti-inflamatoério e com grande impacto em
reduzir a RI é o exercicio fisico®. Assim, seria de grande
valia testar se os efeitos do Omega-3 sao potencializados
quando associados a pratica de exercicio fisico.

As estratégias terapéuticas existentes para o
tratamento dos pacientes com obesidade e DM2 sao
insuficientes e ineficazes, nao restando muitas
alternativas viaveis e de baixo custo a morbidez da
obesidade. Diante de tal cenario, a associacdao de
terapias nao farmacologicas que envolvam a pratica de
exercicios fisicos e o consumo de alimentos com perfil
anti-inflamatoério é de grande valia. No entanto, em
humanos, o conhecimento cientifico atual acerca de tais
intervencdes sobre esse processo carece de resultados
mais robustos e fidedignos. Assim, no presente estudo
objetiva-se ndo somente mostrar a eficacia dos acidos
graxos omega-3 e exercicio fisico de maneira isolada,
como espera um efeito aditivo em parametros
bioquimicos e inflamatdrios, quando ambos sao
aplicados simultaneamente em sujeitos com obesidade
e DM2.

METODOS
Delineamento do estudo

O presente protocolo refere-se a um estudo
clinico, unicéntrico, longitudinal, randomizado, a ser
realizado na Universidade Federal de Juiz de Fora
(UFJF), com a intencao de tratar RI. Desta forma espera-
se que as intervencdes propostas sejam capazes de
reduzir parametros relacionados a Rl (glicemia, insulina,
hemoglobina glicada, indice HOMA-IR e triglicerideos),
além de melhora de parametros inflamatorios (citocinas)
e antropométricos (peso, composicdo corporal,
circunferéncias e dobras cutaneas). Todo o estudo sera
executado nos laboratérios e consultorios do Hospital
Universitario da UFJF (HU-UFJF). Serdo recrutados 100
voluntarios que atenderem aos critérios de inclusdao e
aceitarem participar da pesquisa por meio da assinatura
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),
provenientes dos ambulatoérios do HU-UFJF. Apds o
aceite em participar da pesquisa, o voluntario sera
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alocado em um dos grupos de tratamento proposto. Para
alocacao do voluntario em um dos tratamentos sera
realizada randomizacao por meio do software Microsoft
Excel 365®. Todos os possiveis grupos serao alocados em
uma célula da planilha sendo atribuido a cada um deles
um numero aleatdrio. Posteriormente os tratamentos
serao alocados por ordem numérica sendo estabelecido
a ordem de 1 a 100. Apos o recrutamento do voluntario,
ele tera seu tratamento sorteado com auxilio do
aplicativo Aleatorio UX®. Somente o pesquisador que
sera responsavel pela aplicacdo do protocolo de
exercicio estara parcialmente cegado, por nao saber
quanto a oferta de 6mega-3 ou placebo nos individuos.
Os demais pesquisadores estarao cegados tanto para
intervencdo com exercicios quanto para ingestao de
O0mega-3 ou placebo. O cegamento so sera quebrado em
caso de risco a saude do voluntario.

Durante todo o estudo, o voluntario sera
orientado a permanecer com seus habitos dietéticos e
estilo de vida regularmente. Os voluntarios que
participarem do estudo terao amostras de sangue
periférico coletado antes e apds a intervencao. A coleta
de sangue sera realizada no Laboratorio de Analises
Clinicas do HU-UFJF. O sangue sera coletado nas veias
do antebraco, sendo que uma parte sera destinada a
analises no proprio laboratério e outra devidamente
acondicionado em tubo a vacuo com heparina sem gel
separador para posterior analise em laboratorio de
pesquisa da UFJF. Toda a coleta sera realizada por um
profissional técnico devidamente capacitado do local. A
porcdo armazenada em tubo de heparina sera
centrifugada a 3.000 rpm, por 10 min, a 4°C, para
posterior obtencao de plasma. O plasma coletado sera
porcionado e armazenado em ultrafreezer a -80°C para
analises posteriores. As coletas serdo feitas mediante
jejum de 12 h e solicitacdo de ndao consumo de alcool
nas 72 h anteriores. Os individuos selecionados para o
estudo serao aleatoriamente encaminhados para um dos
grupos: |) 6mega-3; Il) 6mega-3 + atividade fisica (AF);
lll) AF + placebo; IV) placebo (Figura 1). A dosagem
utilizada para as capsulas de 6mega-3 sera de 2.400 mg
(1.440 mg de EPA e 960 mg de DHA) e, para o placebo,
2.400 mg de odleo de soja.

O protocolo de atividade fisica proposto sera
explicitado e demonstrado ao voluntario no momento
inicial, de forma presencial, para ser realizada no
proprio domicilio sendo acompanhada de forma on-line
pela equipe do projeto. Sera feito acompanhamento
semanal, de forma individual via ligacdo telefonica ou
aplicativo de mensagens com o intuito de verificar a
adesdo do voluntario ao protocolo e, eventualmente,
coletar relatos sobre adversidades circunstanciais na
execucao do protocolo para a aplicacao dos ajustes
necessarios. Os participantes serdo orientados a
responder uma escala de percepcao subjetiva de esforco
(PSE) que varia de 0 a 10 (Borg adaptada), objetivando
monitorar a intensidade relativa do exercicio’.

Os individuos, bem como os pesquisadores
envolvidos, estarao cegados para ingestdao de 0mega-3
ou placebo. As capsulas de 6leo de peixe rico em 6mega-
3 e placebo contendo 6leo de soja serdo adquiridas da
empresa Essential Nutrition®, Sao José, SC, Brasil. As
capsulas de placebo terao a aparéncia e o odor idénticos
as capsulas de oleo de peixe. Semanalmente os
pacientes serao contactados via aplicativos de

mensagens e serao questionados quanto aos possiveis
efeitos adversos relacionados ao uso das capsulas.

Recrutamento de
voluntarios elegiveis

I

Assinatura TCLE

l

Randomizagédo
l ] |
Omega-3 Omega-3 +AF | | Placebo + AF Placebo
(n=25) (n=25) (n=25) (n=25)

Acompanhamento por 8 semanas

|

Andlise dos
resultados

Figura 1 — Fluxograma de intervencdes do protocolo.

O estudo sera realizado de acordo com os
principios da declaracdao de Helsinque e foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFJF sob o
protocolo de numero 4.731.228 e foi registrado no
Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos (ReBEC) sob o
numero RBR-8cb536g.

O protocolo sera baseado em acompanhamento
clinico, nutricional (suplementacdao com Omega-3) e
atividade fisica por periodo de 8 semanas. Todos os
testes e analises utilizados no estudo serao realizados
antes (pré-teste) e apds o periodo especifico de
intervencdo  (pos-teste) sendo conduzidos por
profissionais devidamente capacitados, responsaveis
pelo projeto (nutricionistas e profissionais de educacao
fisica). O monitoramento do consumo alimentar sera
realizado durante a primeira, quarta e oitava semana de
tratamento por meio de registro alimentar de 24 h. O
protocolo de atividade fisica sera executado em casa de
forma remota, por 3 dias (nao consecutivos) na semana.
Os participantes da pesquisa serao avaliados ao longo de
visitas ao ambulatério (Figura 2).

=  Momento inicial (To):

Sera realizada entrevista inicial para coleta de
dados socioecondmicos e clinicos, bem como aplicacao
do questionario internacional de atividade fisica (IPAQ
reduzido) e do questionario quantitativo de frequéncia
de consumo alimentar (QQFCA). Além disso, sera
avaliada a pressao arterial (PA) em repouso, bem como
teste de caminhada de 6 minutos (TC6) e teste de forca
por dinamometria manual. A frequéncia cardiaca (FC),
respiratoria e oximetria de pulso serao avaliadas durante
e ao final do TCé6. Vale ressaltar que os voluntarios
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alocados nos grupos intervencao de atividade fisica
serao treinados para a devida execucao do protocolo de
atividade fisica em casa. Neste momento, os individuos
serao orientados a retornar no dia seguinte para coleta
de sangue para avaliacado bioquimica e posteriormente
serdo conduzidos para avaliacdo antropométrica e da
composicao corporal. Apos as avaliacdes serao entregues
aos voluntarios as capsulas (placebo ou Omega-3)
suficientes para 30 dias, bem como orientacées
adicionais sobre seu consumo.

* Avaliacdo intermediaria (T+):

Os individuos retornardo ao ambulatério apés 30
dias e serao submetidos novamente a avaliacao
antropométrica e da composicao corporal. Também
serdao questionados quanto a sinais e sintomas
gastrintestinais relacionados a suplementacao e

questodes relativas ao condicionamento fisico. Apos as
avaliacoes os individuos receberdao mais 30 capsulas
(placebo ou 6mega-3) para finalizarem o estudo.

= Avaliacao final (T,):

Apos 60 dias do inicio da intervencéo, o individuo
comparecera para nova avaliacdo antropométrica e da
composicdo corporal, além de questionados quanto a
sinais e sintomas adversos da suplementacao e questdes
relativas a atividade fisica. Posteriormente sera avaliada
a pressao arterial em repouso e em seguida o voluntario
sera submetido novamente ao TC6 (com monitoramento
da frequéncia cardiaca) e a dinamometria manual. Apos
esta ultima visita, o voluntario sera orientado a
comparecer ao laboratorio de analises clinicas apos
jejum de 12 h para coleta de sangue (pos teste).

To

Afericdo de sinais vitais*

Teste de caminhada (T6)

Dinamometria

Treinamento do protocolo de AF

Coleta de sangue

QFCA

Avaliac&o antropométrica + composicao corporal
Entrega de capsulas (dmega-3 ou placebo)
Investigag&o de sinais e sintomas gastrointestinais
Registro Alimentar

Legenda:

To Momento inicial AF
T, Avaliacdo intermediaria PSE
T2 Avaliagéo final

««+ Avaliacdo semanal (3x por semana)

PSE R R R R T T T

Atividade fisica
Percep¢do subjetiva de esforgo
QQFCA Questionario quantitativo de frequéncia de consumo alimentar
& Frequéncia cardiaca, frequéncia respiratdria, pressao arterial, oximetria de pulso

T1 T2
i

[ ]
[ ]
®
[ ]
]

[ ] ®

®

@ [ ]

[ [ ]

Figura 2 — Desenho esquematico do protocolo de acompanhamento.

Sujeitos da pesquisa

Serao incluidos individuos:

De ambos os sexos com idade entre 20 e 60 anos;

2. Que possuam diagnostico de obesidade grau | (indice
de massa corporal [IMC] entre 30,0 e 34,9 kg/m?) e
DM2 em uso exclusivo de metformina;

3. Que nao apresentem qualquer evidéncia de doenca
arterial coronariana, doencas intestinais (sindrome
do intestino curto, sindrome do intestino irritavel,
doenca de Crohn, retocolite ulcerativa, doenca
celiaca, cancer colorretal) ou doencas relacionadas
ao sistema nervoso central (Alzheimer, Parkinson,
encefalopatia hepatica, transtornos do espectro
autismo);

4. Que apresentem inatividade fisica de acordo com o
questionario IPAQ (versao reduzida)';

5. Que assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE).

—_

Serao excluidos individuos:

1. Com limitacoes musculoesqueléticas ou
cardiovasculares que impossibilitem a pratica do
exercicio fisico;

2. Com glicemia de jejum superior a 300 mg/dL;

3. Em uso de antibidticos, anti-inflamatorios nao
esteroidais ou corticoides no Gltimo més;

4. Em uso suplementos vitaminicos/alimentares ou que
contenham 6mega-3;

5. Portadores de doenca genética e hormonal limitante;

6. Em uso abusivo de alcool e drogas;

7. Com retinopatia ou demais distlrbios da visdao que
impecam a correta execucao do protocolo de estudo;

8. Em gravidez ou em fase de lactacao;

9. Com expectativa de vida menor do que 6 meses;

10.Com insuficiéncia renal e/ou insuficiéncia cardiaca
congestiva;

11. Transplantados;



Lima MFC et al. Rev Cienc Saude. 2022;12(4):28-34

32

12.Cadeirantes;

13.Com perda de peso nos Ultimos 3 meses (voluntaria
ou involuntaria);

14.Que nao possuirem acesso a Internet;

15. Que descontinuarem o uso do 6mega-3/placebo por 3
dias consecutivos;

16.Que nao cumprirem o protocolo de atividade fisica
por 2 sessdes consecutivas.

0 individuo podera ser retirado do estudo caso o
mesmo (ou representante legal) manifeste interesse,
gravidez ou qualquer outra razdo clinica a critério da
equipe de investigacao

Avaliacdo Antropomeétrica e Composicao Corporal

A avaliacdo antropométrica sera realizada no
primeiro atendimento e incluira a medida do peso
corporal atual, altura, IMC e circunferéncia da cintura.
Os valores obtidos para o IMC serao classificados de
acordo com as referéncias da Organizacdo Mundial da
Salde para adultos''. A composicao corporal sera feita a
partir de analise bioimpedancia elétrica tetrapolar,
seguindo orientacdes de estar em jejum por pelo menos
4 h antes do teste, nao ter se exercitado nas 24 h
anteriores e estar de “bexiga vazia”.

Avaliacao dietética

A avaliacao dietética sera utilizada para controle
de possiveis vieses e fatores de confusdo que possam
afetar os resultados encontrados. Para a avaliacao
dietética sera utilizado o Questionario Quantitativo de
Frequéncia de Consumo Alimentar (QQFCA) e o Registro
Alimentar (RA).

O questionario quantitativo de frequéncia
alimentar sera realizado em uma Unica aplicacao, no
primeiro contato, e utilizado para caracterizacao da
dieta habitual dos voluntarios. No formulario proprio os
diferentes grupos alimentares estardo listados e sera
feito o registro da frequéncia de consumo (dia / semana
/ més / ano) dos mesmos.

O registro alimentar sera utilizado para
acompanhamento da alimentacao atual dos voluntarios
e seu preenchimento sera feito por trés dias nao
consecutivos, incluindo um dia de final de semana;
durante a primeira, quarta e oitava semanas de estudo.

O voluntario devera registrar, ao final dos dias
escolhidos para o preenchimento, todo o alimento e
bebida ingeridos, incluindo quantidade / volume em
medidas caseiras e horarios / local de realizacdo das
refeicbes. Apds o registro de cada dia, devera
encaminhar as anotacoes via aplicativo de telefone para
os pesquisadores do estudo, para que possiveis erros de
preenchimento possam ser corrigidos e as duavidas
esclarecidas.

Protocolo e Avaliacdo da Atividade fisica

Durante o processo inicial de avaliacdo, o
voluntario sera submetido a um teste de avaliacdo

indireta do consumo maximo de oxigénio pelo teste de
caminhada de 6 min (TC6) conforme protocolo indicado
pela American Thoracic Society'. O teste sera realizado
pelo menos 2 h horas apos as refeicoes. Imediatamente
antes da realizacao do teste, os participantes ficarao de
repouso por um periodo de 10 min e, durante esse
periodo, serao mensurados dados PA, oximetria de
pulso, PSE, FC e frequéncia respiratoria (FR). O TCé6 sera
aplicado em corredor plano com 30 m de comprimento e
sinalizado com cones. Os participantes serao treinados
previamente e realizardao dois testes com intervalo
minimo de 15 min entre eles. Caso haja uma diferenca
superior a 10% da distancia caminhada entre os dois
testes, sera realizada uma terceira tentativa. Durante a
realizacao dos testes, estimulos verbais serdo fornecidos
a cada minuto de maneira padronizada e, ao término do
teste, o participante ira se sentar exatamente onde
terminou e as variaveis coletadas inicialmente serao
novamente mensuradas. Ao final do teste, o consumo de
oxigénio sera estimado com base na seguinte equacao':

VO,pico =02 mL - kg - min"" = (0,02 x distancia [m]) -
(0,191 x idade [anos]) - (0,07 x peso [kg]) + (0,09 x
altura [cm]) + (0,26 x PTP [x10-3]) + 2,45

Ainda durante essa visita, os voluntarios serdo
familiarizados com as escalas de percepcao subjetiva de
esforco (escala de OMNI-RES de 0 a 10 para exercicios de
forca e escala de Borg de 6 a 20 para exercicios aerobios)
que serao utilizadas posteriormente para controle da
intensidade das atividades fisicas propostas.® Além disso,
sera avaliada a forca de preensao manual (FPM) através
da forca isométrica maxima exercida, mensurada com
dinamOmetro hidraulico de mao Jamar. Apds esse
processo, o protocolo de exercicios sera explicado e
demonstrado por um profissional de educacao fisica
certificado.

O protocolo de atividade fisica utilizado no
presente estudo foi idealizado em 2013 pelo American
College of Sports Medicine (ACSM) e adaptado para a
populacao estudada, conforme sugestao do proprio
ACSM'™. Esse programa contempla exercicios de forca
objetivando trabalhar os maiores e principais
grupamentos musculares, além de exercicios aerdbios e
de estabilidade central - musculos do core. Sao 12
exercicios ordenados da seguinte forma:

Polichinelos

Agachamento em isometria
Flexao de bracos no solo
Abdominais no solo

Subir e descer da cadeira
Agachamentos dinamicos
Triceps na cadeira

Prancha Ventral em isometria
. Corrida estacionaria

10. Agachamento unilateral
11.Flexao de bracos com rotacao do tronco
12.Prancha lateral em isometria

VONOOUTDNWN =

Todas as sessdes de exercicios serdo feitas sob
supervisao remota de um profissional de educacao fisica.
O programa de atividade fisica sera iniciado com 1 série
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em cada exercicio, sendo 30 s de estimulo seguidos de 1
min de intervalo em recuperacao passiva. A partir da
segunda semana havera ampliacdo para 2 a 3 séries e 0
tempo de intervalo podera ser ajustado para 45 ou 30 s
como estratégia de incremento de intensidade da
sessao, mantendo os parametros estipulados
previamente ao longo de toda intervencao.

Parametros bioquimicos

Os individuos que participarem do estudo terao
amostras de sangue periférico coletado antes e 8
semanas apos a intervencdo. As coletas serdo feitas
mediante jejum de 12 h e a solicitacao de nao consumo
de alcool nas 72 h anteriores. Serao avaliados os
seguintes parametros laboratoriais no inicio e apos:

glicose de jejum, insulina de jejum, HbA1c,
transaminase glutamica oxalacética (TGO),
transaminase glutamica pirGvica (TGP), ureia,

creatinina, colesterol total (CT), LDL-colesterol (LDL-C),
HDL-colesterol (HDL-C), triglicerideos (TG), PCR e
ferritina. O LDL-C sera calculado por meio da equagéo
de Friedwald (LDL-C = CT-HDL-C - (TG / 5)). O Indice
Aterogénico do Plasma sera calculado pela equacao
Log(TG/HDL-C). Os indices Castelli | e Il serao
determinados pelas razoes TC/HDL-C e LDL-C/HDL-C,
respectivamente. O indice Homeostatic Model
Assessment (HOMA-IR) sera calculado segundo a formula:

(insulina de jejum [pU/mL] X glicemia de jejum
[mmol/L])/22,5

Ensaio de imunoabsorbancia enzimatica - ELISA

Para dosagem das citocinas TNF alfa, IL-1 beta,
IL-6 e IL-10 (Thermofisher, Waltham, Massachusetts,
EUA) sera utilizado o método ELISA, performado
conforme as recomendacoes dos fabricantes.
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