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RESUMO

Introducao: O exercicio fisico agudo promove a liberagdo de citocinas na circulac@o.
Nossa hipdtese é de que o treinamento aerébio modifica tal resposta. Desse modo, o objetivo
do presente estudo foi avaliar os efeitos de seis semanas de treinamento aerdbio sobre a
expressao no repouso e induzida (apés exercicio agudo) de citocinas, adipocinas e BDNF.
Também avaliamos os leucdcitos circulantes no repouso antes e apds o treinamento.

Métodos: A amostra foi composta por 21 homens divididos em dois grupos: oito no
grupo controle (GC) (25,140,9anos; 70,1+3,5kg; 1,79+0,02m; 45,211,5mL.kg'1.min'1) e 13 no
grupo treinamento (GT) (22,5+0,7anos; 72,9+1,9kg; 1,76+0,02m; 44,9il,3mL.kg'1.min'1).
Todos os testes foram realizados em cicloergdmetro. Os voluntdrios realizaram um teste
progressivo para medida do consumo méximo de oxigénio (VOxmax), de dois a cinco testes
de intensidade constante para identificar a méxima fase estdvel de lactato (MFEL). Apéds a
determinagcdo da MFEL (1), todos os individuos realizaram um exercicio agudo até a fadiga
(exercicio agudo) nessa intensidade. Depois foram submetidos a seis semanas de treinamento
aerdbio, trés vezes por semana na intensidade MFEL (1). Em seguida, os mesmos testes foram
realizados para determinar a MFEL do p6s-tratamento (MFEL, 2) e os voluntérios executaram
dois exercicios agudos, sendo um na mesma intensidade relativa do pré-treinamento (MFEL,
2) e outro na mesma intensidade absoluta do pré-treinamento (MFEL, 1). No grupo
treinamento durante os exercicios agudos, foram coletadas as amostras de sangue para a
determinac¢do de citocinas, adipocinas e BDNF plasmaéticos. Essas foram estimadas utilizando
o método de ELISA sanduiche. Antes e apds o treinamento foram caracterizados diferentes
tipos celulares por citometria de fluxo.

Resultados: O exercicio fisico agudo induziu o aumento das concentragdes circulantes
de IL-6, sSTNFR1, CXCL10/IP-10, leptina, resistina € o BDNF no momento do término e de
TNF-a, IL-10, sTNFR2 e adiponectina na recupera¢do do exercicio. O GT teve aumento de
11,2% no VOomax € de 14,7% na intensidade da MFEL. O treinamento nao alterou os
mediadores imunoldgicos analisados no repouso. O treinamento aerébio promoveu um
aumento menor de IL-6, STNFR2, leptina e BDNF e uma redu¢@o mais rapida do sTNFR1 no
término do exercicio fisico agudo com a mesma intensidade absoluta do pré-treinamento. Ja
as elevacgdes das concentragdes de TNF-a, IL-10, CXCL10/IP-10, resistina e adiponectina
induzidos pelo exercicio fisico agudo foram similares ao pré-treinamento. O treinamento
aerdbio resultou em concentracdes menores de sSTNFR1 e de BDNF, na fase de recuperagao,
apos exercicio fisico agudo com a mesma intensidade relativa do pré-treinamento.

Conclusoes: O treinamento aerébio foi eficaz. O exercicio fisico agudo na intensidade
da MFEL foi capaz de alterar as concentracdes circulantes das citocinas, indo ao encontro da
literatura. O periodo de seis semanas, em individuos jovens, sauddveis e fisicamente ativos,
nao foi capaz de alterar as concentragdes circulantes, no repouso, dos mediadores avaliados.

O treinamento influenciou as concentracdes de IL-6, sTNFR1, sTNFR2, leptina e
BDNF apés exercicio fisico agudo com a mesma intensidade absoluta do pré-treinamento. O
STNFR1 e o BDNF foram os tnicos mediadores avaliados que foram influenciados pelo
treinamento de seis semanas no exercicio fisico agudo com esforco relativo similar ao pré-
treinamento. Por outro lado, o treinamento nao influenciou a resposta de TNF-a, IL-10,
CXCLI10/1P-10, resistina e adiponectina, logo os aumentos desses mediadores ocorrem
mesmo quando a fadiga ndo foi alcancada. Essas respostas diferentes, apOs treinamento
aerdbio, sugerem que existe um controle fino na produgdo de tais mediadores durante o
exercicio fisico agudo e que, possivelmente, esses parametros liberados em menor esforco
agudo em relagdo ao pré-treinamento, possam ter papel fisiolégico dominante.

Palavras-chave: treinamento aerébio, citocinas, quimiocinas, adipocinas, BDNF, células.



ABSTRACT

Introduction: The acute physical exercise promotes the release of cytokines in the
circulation. Our hypothesis is that aerobic training alters this response. Thus, the purpose of
this study was to evaluate the effects of six weeks of aerobic training on rest and
induced expression (after acute exercise) of cytokines, adipokines, BDNF. We also evaluated
circulating leukocytes at rest before and after training

Methods: Twenty one men, non-participants of any aerobic training were divided into
two groups: control group (GC; n=8) (25.1£09years; 70.1+3.5kg; 1.794+0.02m;
45.2+1.5mL.kg-1.min-1) and training group (GT; n=13) (22.5+0.7years; 72.9+1.9kg;
1.76£0.02m; 44.9+1.3mL.kg-1.min-1). All tests were performed on a cycle ergometer. The
volunteers performed a progressive test to evaluate the maximal oxygen uptake (VOamax),
two to five constant tests to identify the maximal lactate steady state (MLSS). After
determination of MLSS(1), all subjects performed an exercise until fatigue (acute exercise) at
this intensity. Afterwards they were submitted to six weeks of aerobic training, three times a
week at the MLSS(1) intensity. Next, the same tests were performed to determine the new
MLSS(2) value and the volunteers executed two acute exercises, being one under this new
MLSS value (relative MLSS, 2) and another using the pre-training value (absolute MLSS, 1).
In the training group during the acute exercises, blood samples were collected for plasma
cytokines determination by using Sandwich ELISA method. Before and after training were
determined circulating leukocytes by flow citometry.

Results: The acute exercise led to increased concentrations of circulating IL-6,
sTNFR1, CXCL10/IP-10, leptin, resistin, and BDNF at the time of end of exercise and TNF-
a, IL-10, sSTNFR2 and adiponectin in the recovery period of exercise. The GT had an 11.2%
increase in VOpyax and 14.7% in the intensity of MLSS. The training did not alter the
mediators at baseline. Aerobic training has promoted smaller increase in IL-6, sSTNFR2, leptin
and BDNF and a faster reduction of sSTNFRI1 after exercise with the same absolute intensity of
the pre-training. Since, TNF-a, IL-10, CXCL10/IP-10, resistin and adiponectin are
independent of fatigue to increase similarly to the pre-training. In addition, aerobic training
resulted in smaller levels of STNFR1 and BDNF at recovery period of acute exercise with the
same relative intensity of the pre-training.

Conclusions: Aerobic training was effective. The acute physical exercise on the
intensity of MLSS was able to alter the circulating levels of cytokines, which agrees with the
literature. The period of six weeks in young, healthy and physically active, was not able to
change the circulating concentrations in the rest of the mediators evaluated.

There was training for IL-6, sSTNFR1, sTNFR2, leptin and BDNF after acute physical
exercise with the same absolute intensity of the pre-training. The sSTNFR1 and BDNF were
the only mediators evaluated that were influenced by the training of six weeks in the acute
physical exercise with relative effort similiar to the pre-training. Moreover, the training did
not influenced the response of TNF-q, IL-10, CXCL10/IP-10, resistin and adiponectin, soon
the increases of these mediators occur even when fatigue was not reached. These different
responses after aerobic training, suggest that there is a fine control in the production of these
mediators during acute exercise and, possibly, these parameters are released in less effort in
relation to acute pre-training, may have dominant physiological role.

Keywords: aerobic training, cytokines, chemokines, adipokines, BDNF, cells.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Os processos patolégicos de algumas doencas crdonicas, como a doenca isquémica
cardiovascular (Hansson, 2005), o acidente vascular cerebral (Hallenbeck, 2002), a doenca
diabetes tipo 2 (Pradhan et al., 2001), a doenga pulmonar obstrutiva cronica (Gan et al., 2004)
e a doenca de Alzheimer (Akiyama et al., 2000), estao relacionados a inflamacao sistémica de
baixo grau. Essa inflamacgdo sistémica € definida como a elevagdo, em duas a quatro vezes,
das concentragdes circulantes de citocinas que desencadeam acgdes pré e anti-inflamatdrias
(Bruunsgaard & Pedersen, 2003; Bruunsgaard, 2005).

A interleucina-6 (IL-6), tradicionalmente descrita como uma citocina pro-inflamatoria,
tem suas concentragdes séricas elevadas associadas com a angina instavel (Biasucci et al.,
1996), com o aumento do risco de futuros infartos do miocardio (Ridker et al., 2000) e com as
causas de mortalidade por doengas cardiovasculares (Harris ef al., 1999). H4 uma hipdtese de
que a IL-6 promova aterosclerose diretamente pelo aumento da expressdo endotelial de
quimiocinas e de moléculas de adesdo, aumentando a disfuncdo endotelial (Yudkin et al.,
2000). Além disso, estudos relataram o aumento das concentragdes de IL-6 circulantes em
pacientes com Alzheimer em comparacdo com os individuos controles (Bonaccorso et al.,
1998; Maes et al., 1999; Tarkowski et al., 1999; Licastro et al., 2000); entretanto, outros
estudos nao encontraram tais diferencas (Chao et al., 1994; Angelis et al., 1998; Lanzrein et
al., 1998). Outro exemplo de citocina pré-inflamatéria € o fator de necrose tumoral-o (TNF-
o). Essa citocina estd envolvida no desencadeamento da resisténcia a insulina (Hotamisligil,
2003; Schmidt & Duncan, 2003) e encontra-se aumentada na obesidade, na aterosclerose e na
diabetes tipo 2 (Hotamisligil & Spiegelman, 1994; Hotamisligil et al., 1995; Spranger et al.,
2003b).

No que diz respeito as adipocinas, a leptina e a resistina possuem acdes pro-
inflamatérias. A hiperleptinemia é comumente observada na resisténcia a insulina e na
diabetes tipo 2 (Mendoza-Nunez et al., 2002). Reilly e colaboradores (2004) demonstraram,
em individuos sadios, uma correlacio positiva entre a resistina e alguns marcadores
inflamatérios (TNF-a e IL-6). Também foi observada uma correlacdo positiva entre a
concentracdo de resistina e o indice de calcificacdo da artéria coronariana, sugerindo que a
resistina pode representar um elo entre os sinais metabdlicos, inflamatdrios e a aterosclerose.
Ja a adiponectina plasmadtica, adipocina que desencadeia acdes anti-inflamatdrias, €

positivamente associada a um risco reduzido de desenvolver a diabetes tipo 2 (Spranger et al.,
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2003a). A administracdo de adiponectina reverteu a resisténcia a insulina e reduziu os
triglicerideos intramusculares em camundongos (Yamauchi et al., 2001).

Com relacdo ao fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), estudos relatam que
suas concentragdes plasmadticas estdo reduzidas na doenca de Alzheimer (Yasutake et al.,
2006; Schindowski et al., 2008), na depressdo (Karege et al., 2002), nas desordens bipolares
(Gama et al., 2007) e na esquizofrenia (Gama et al., 2007). Estudos t€ém demonstrado que o
BDNF circulante pode ter funcdes associadas com as doengas cardiovasculares (Ejiri et al.,
2005; Krabbe et al., 2007; Fujinami et al., 2008) e que sua concentragdo estd diminuida em
pacientes com diabetes tipo 2 e obesidade (Krabbe et al., 2007; Fujinami et al., 2008).

O sedentarismo aumenta os fatores de risco para o desenvolvimento de algumas das
doencas associadas a um processo inflamatério de baixo grau, tais como, a diabetes tipo 2
(Tuomilehto et al., 2001) e as doencas cardiovasculares (Nocon et al., 2008). Do mesmo
modo, a inatividade fisica pode influenciar no desenvolvimento da deméncia (Rovio et al.,
2005) e da depressao (Paffenbarger et al., 1994).

Por outro lado, estd bem estabelecido que os individuos fisicamente ativos possuem
um risco reduzido de desenvolver doengas cardiovasculares (Manson et al., 2002; Hu et al.,
2004; Piepoli et al., 2004; Taylor et al., 2004) e de doengas associadas com o declinio
cognitivo relacionado com a idade (Blair et al., 2001; Abbott et al., 2004; van Gelder et al.,
2004; Weuve et al., 2004). Além disso, o exercicio fisico cronico pode oferecer protecdo
contra a diabetes tipo 2 (Boule et al., 2001; Knowler et al., 2002), o cancer colorretal (Samad
et al., 2005) e o cancer de mama (Holmes et al., 2005). Nieman, (1994a) e Nieman (1994b)
sugerem, ainda, que o exercicio fisico regular de intensidade moderada reduz o risco de
infecgdes para doencas do trato respiratorio. Da mesma forma, estudos t€ém relatado que os
programas de intervencdo com exercicio fisico reduzem a inflamacao sist€mica de baixo grau
em pacientes com doenca cardiaca corondria (Goldhammer et al., 2005) e insuficiéncia
cardiaca cronica (Adamopoulos et al., 2001; Larsen et al., 2001; Conraads et al., 2002; Gielen
et al., 2003) e, também, em jovens adultos e sauddveis (Mattusch et al., 2000).

Dentre os mecanismos envolvidos na reducdo da gravidade dessas doencas, ha
evidéncias de que a pratica do exercicio fisico regular resulte no aumento da sensibilidade a
insulina (Ensign et al., 2002) e da tolerancia a glicose (Thompson et al., 2003), na reducao da
hipertensao arterial (Ensign et al., 2002; Thompson et al., 2003), no aumento do colesterol da
fracdo da lipoproteina de alta densidade (HDL) (Thompson et al., 2003), na diminuicdo das

concentracoes plasmaticas de triacilglicerdis (Thompson et al., 2003) e do colesterol da fracao
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da lipoproteina de baixa densidade (LDL) (Thompson et al., 2003), promova a redugdo do
peso corporal e do estresse emocional (Smith, 2001; Benitez et al., 2002; Ensign et al., 2002).

Outros efeitos dos exercicios fisicos cronicos sdo a redugdo das concentracdes séricas
de mediadores pré-inflamatérios [proteina quimiotatica de mondcito-1(MCP-1), interleucina-
1B (IL-1B), IL-6, interferon-y (IFN-y) e TNF-a] e o aumento da citocina anti-inflamatédria
[interleucina (IL-10)] em pacientes com doengas cardiovasculares (Adamopoulos et al., 2001;
Larsen et al., 2001; Goldhammer et al., 2005). No que diz respeito aos efeitos do exercicio
fisico nas células, um estudo constatou que a préatica regular de exercicio aumentou o nimero
de células T com acdes reguladoras (Yeh ef al., 2006). J4 a resposta linfocitdria e a atividade
das células exterminadoras naturais (NK) apresentam dados ndo conclusivos na literatura,
visto que ha trabalhos demonstrando aumento, redu¢do ou sem alteragao das mesmas (Oshida
et al., 1988; Papa et al., 1989; Nieman et al., 1990; Tvede et al., 1991; Nieman et al., 1993;
Baj et al., 1994; Nieman et al., 1995a; Nieman et al., 1995b). Tais evidéncias sugerem uma
relacdo entre o exercicio fisico cronico e a inflamacao.

Diante do exposto, constata-se que o efeito protetor do exercicio fisico regular
contra doencas associadas a um processo de inflamacgdo cronica pode, em certa medida, ser
atribuido a um efeito regulador do exercicio fisico. Contudo, os efeitos do exercicio fisico
cronico sobre os agentes inflamatorios ndo estdo suficientemente compreendidos. Dessa
maneira, o presente estudo objetivou avaliar o efeito de um treinamento aerobio sobre as
concentracoes plasmdticas no repouso de alguns mediadores inflamatorios e de algumas
células do sistema imunologico.

Outro aspecto considerado neste trabalho € a resposta imunoldgica sistémica apds o
exercicio fisico agudo. Durante a realizacdo do mesmo, tipicamente, a interleucina-6 é a
primeira citocina presente na circulacao (Suzuki et al., 2003; Margeli et al., 2005; Nieman et
al., 2005). Ostrowski et al. (1999), também, detectaram outras citocinas pré-inflamatérias
apés a execucdo do exercicio extenuante: o TNF-o e IL-1B. O exercicio fisico agudo,
também, aumenta fatores com propriedades anti-inflamatérias, como o antagonista do
receptor de IL-1 (IL-1ra), o receptor soluvel do TNF (sTNFRI1) e a interleucina-10 (IL-10)
(Ostrowski et al., 1999; Toft et al., 2002; Petersen & Pedersen, 2005).

Visto que uma tunica sessdo de exercicio fisico promove modificacoes nas
concentracdes de fatores imunologicos e que o exercicio fisico cronico exerce beneficios
nas doencas associadas a processos inflamatorios, o presente estudo visou, também,
investigar os efeitos de um treinamento aerobio sobre mediadores inflamatorios induzidos

por exercicio fisico agudo.
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2. HIPOTESES

e O treinamento aerébio de seis semanas aumenta o consumo mdiximo de oxigénio
(VOomax) € a intensidade na maxima fase estavel de lactato (MFEL);

e O exercicio fisico agudo induz o aumento de citocinas, quimiocinas, adipocinas e fator
neurotréfico circulante, com agdes pro- e anti-inflamatdrias;

e O exercicio fisico cronico (treinamento aerébio) promove uma modifica¢do no perfil
de resposta inflamatéria a um estimulo inflamatério (o exercicio fisico agudo na
MFEL);

e Apds o treinamento aerdbio, essa modificacdo ocorre no sentido de favorecer a
regulacdo ou a anti-inflamacao:

» ap6s exercicio fisico agudo: ha um maior aumento do receptor solivel de TNF
(sSTNFR), interleucina-10 (IL-10), adiponectina e do fator neurotréfico
derivado do cérebro (BDNF);

» ap6s exercicio fisico agudo: hd um menor aumento de interleucina-6 (IL-6),
fator de necrose tumoral-alfa (TNF-o), interleucina-lbeta (IL-1p), leptina,
resistina, proteina quimiotdtica de mondcito-1 (CCL2/MCP-1); inleucina-8
(CXCLB&/IL-8) e proteina-10 induzivel por interferon-gama (CXCL10/IP-10);

» ocorre o aumento de T reguladoras e a reducdo de células T ativadas e de
células exterminadoras naturais (no repouso).

e As concentragcdes dos mediadores avaliados sdo correlacionadas com o lactato
plasmatico, a duragdo e a intensidade dos exercicios fisicos agudos constantes

realizados na MFEL.
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos de seis semanas de treinamento aerébio sobre a expressio no
repouso e induzida (apds exercicio fisico agudo) de citocinas, adipocinas e BDNF; e de tipos

celulares no sangue periférico (no repouso apenas).

3.1. Objetivos especificos

e Aferir a efetividade do protocolo de treinamento fisico pelas medidas de VO,max €
maxima fase estavel de lactato;

e Comparar o nimero das células T reguladoras (CD4"CD25'FOXP3"), T ativadas
(CD4'CD69" e CD8'CD69"), células exterminadoras naturais (CD3CD56%) e
citocinas intracelulares (IFN-y, IL-6 e IL-10) no repouso antes e apds o periodo de
treinamento aerdbio;

e Determinar as concentracdes plasmdticas totais de IL-6, IL-10, TNF-a, IL-1B e
sTNFR1 e 2, leptina, resistina, adiponectina, CCL2/MCP-1, CXCLS/IL-8,
CXCL10/TP-10 e BDNF, antes, imediatamente apds o exercicio fisico na intensidade
na MFEL e 10, 30 e 60min durante o periodo de recuperacdo (nos exercicios fisicos
agudos na MFEL antes e ap6s o periodo de treinamento aer6bio);

e (Correlacionar as concentracdes plasmaticas de citocinas, adipocinas € BDNF com o
lactato plasmatico, a duracdo e a intensidade dos exercicios fisicos agudos constantes

realizados na MFEL.
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. Principais células do sistema imune

O sistema imune pode ser dividido em: inato ou adaptativo, os quais agem em
sinergia. O inato constitui na primeira defesa contra antigenos e tem como o objetivo
restringir a propagacdo de patdégenos no organismo. Para tanto, utiliza-se das células
fagociticas, incluindo os neutréfilos, os eosindfilos, os mondcitos do sangue, os macréfagos
de tecidos, as células dendriticas, as células exterminadoras naturais (NK), dentre outras
(Gleeson, 20006).

As principais células fagociticas do sistema imunoldgico sdao os neutrofilos, os
mondcitos, os macrofagos e as células dendriticas. Os neutréfilos e os mondcitos sao
encontrados no sangue e podem ir da circulagdo para os tecidos quando ha dano ou uma
infec¢do no tecido. Os macréfagos e as células dendriticas s@o encontrados na maioria dos
tecidos do corpo. As células fagociticas sdo capazes de realizar movimentos amebdides e
podem fagocitar o material estranho, incluindo bactérias, em prol de elimini-lo (Gleeson,
2006).

As células NK representam, aproximadamente, 10-15% dos linfécitos do sangue
periférico. ApOs a sua ativacdo, essas células liberam os seus conteudos granulares, incluindo
a citolisina e a perforina, que sdo proteinas formadoras de poros, causando ruptura da
membrana celular de modo que a célula hospedeira infectada desintegre. Dessa forma, as
células NK matam as células infectadas por virus do hospedeiro e uma variedade de células
tumorais (Cerwenka & Lanier, 2001). Assim, as células NK atuam tanto na defesa contra
infecgdes virais quanto na prevencao do desenvolvimento de canceres (Gleeson, 2006).

A imunidade adaptativa tem a finalidade de combater as infec¢des, impedindo a
colonizagdo de patdgenos. As células que constituem o sistema imune adaptativo incluem os
linfécitos B e T. Apds exposicdo ao antigeno, as células B diferenciam em plasmdcitos cuja
funcdo primadria é a produgdo de anticorpos. Similarmente, as células T podem se diferenciar
em células T citotoxicas ou células T auxiliares (Gleeson, 2006).

As células chamadas apresentadoras de antigenos (APCs) sdo uma populacio
heterogénea de leucdcitos que tém a¢do na imunidade inata e também age como um conector
para o sistema imune adaptativo ao participar na ativacdo de células T auxiliares. As células

apresentadoras de antigenos incluem os mondcitos, macréfagos e células dendriticas. Um



31

aspecto caracteristico das APCs € a expressdo de uma molécula de superficie codificada por
genes do complexo maior de histocompatibilidade, referidas como moléculas de MHC de
classe II. Linfocitos B também expressam moléculas de MHC de classe II e eles também
funcionam como APCs, embora eles ndo sejam considerados parte do sistema imune inato
(Moll, 2003).

Os linfécitos constituem, aproximadamente, 20-25% dos leucdcitos no sangue
periférico. O desenvolvimento das células T ocorre, principalmente, no timo e das células B
na medula dssea. As células T sdo divididas em duas classes principais: as células T
citotoxicas e as c€lulas T auxiliares ou helper (Th). A célula T auxiliar virgem ao ser ativada,
por uma célula apresentadora de antigeno, pode diferenciar-se em dois tipos distintos de
células T auxiliares efetoras, denominadas Th1 e Th2. As células Thl auxiliam a ativacdo de
macréfagos e células T citotéxicas e, ainda, secretam o interferon-y (IFN-y) e o fator de
necrose tumoral-a (TNF-a) e ativam os macréfagos a fagocitarem antigenos, enquanto que as
c€lulas Th2 auxiliam na ativacdo das células B e, também, secretam as interleucinas 4, 5, 10 e
13 (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13) e defendem o organismo, principalmente, contra patégenos
extracelulares (Sandmand et al., 2002; Collaziol et al., 2004).

Em meados de 1990, foi proposta uma nova subpopulagdo de células T que expressam
a molécula de superficie CD4. Essas células sdo responsdveis pela supressdo de atividades
potencialmente prejudiciais as células T helper e entdo, elas foram denominadas de células T
reguladoras (Treg) (Corthay, 2009). As células T reguladoras agem em prol de manter a
homeostase do sistema imune. Algumas de suas agdes sdo: prevenir doengas autoimunes,
suprimir a alergia e asma, limitar as doencgas inflamatérias cronicas, regular a resposta efetora,
dentre outras (Corthay, 2009). As células Treg t€m multiplos mecanismos para mediar os seus
efeitos supressivos, tais como: supressao por citocinas inibitdérias, como a interleucina-10 e o
fator de transformacdo do crescimento-f (TGF-B); supressdo por citdlise e supressao pela
modulagdo das funcdes e maturagdo das células dendriticas, dentre outros (Vignali et al.,
2008).

As células Tregs tém origem, principalmente, no timo e migram para a periferia onde
constituem aproximadamente de 5-10% de todas as células CD4" periféricas. Em sua
composi¢do, elas expressam o marcador de superficie CD25 (Sakaguchi et al., 1995; Furtado
et al., 2002; Wing et al., 2006). Além desse, outras moléculas de superficie celular tém sido
associadas as células Tregs, como a proteina-4 associada aos linfocitos T citotoxicos
(CTLA4) e o receptor da familia do fator de necrose tumoral induzido por glicocorticéide

(GITR). O fator de transcricdo FOXP3 também apresenta relagdo com tais células (Powrie et
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al., 1993; Read et al., 2000; Lehmann et al., 2002; Fontenot & Gavin et al., 2003; Bruder et
al., 2004). De todos os marcadores citados, o fator de transcricdo FOXP3 tem sido estudado

com frequéncia (Damoiseaux, 2006).

4.1.1. Leucdcitos e exercicio fisico

O exercicio fisico agudo induz o aumento do nimero de leucdcitos na circulagdo
sanguinea (Cabot et al., 1901; Larrabee, 1902) (FIGURA 1). As caracteristicas dessa
leucocitose dependem da intensidade, duracdo e tipo do exercicio fisico (Gimenez et al.,
1986; McCarthy & Dale, 1988; Allsop et al., 1992; Gabriel et al., 1992a;). A leucocitose
induzida por exercicios fisicos aerébios de longa duragcdo sdo de maior magnitude do que os
de curta duragdo e com maior intensidade (Nieman et al., 1998a; Robson et al., 1999; Chinda
et al., 2003; Suzuki et al., 2003). Por outro lado, o treinamento fisico atenua a leucocitose
induzida por exercicio fisico agudo, possivelmente, pela reducao da intensidade relativa do

exercicio agudo em relagdo ao mesmo realizado antes do treinamento (Blannin et al., 1996).

Neutrofilos

"""""" - Linfocitos
100% :

Exercicio i —

FIGURA 1. O efeito do exercicio fisico agudo e
extenuante nas concentragdes relativas de neutréfilos
e linfécitos. Fonte: modificado de Pedersen & Toft

(2000).

A leucocitose, induzida pelo exercicio fisico agudo, € proveniente do aumento dos
neutrofilos e linfécitos (FIGURA 1; Robson et al., 1999; Pedersen & Toft, 2000). Os
aumentos da adrenalina e do débito cardiaco, durante o exercicio fisico, podem contribuir para
a desmarginalizagcdo de células por meio da diminuicdo da aderéncia de leucécitos presentes

no endotélio vascular para a circulagdo (FIGURA 2; Bieger et al., 1980; Boxer et al., 1980;
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Foster et al., 1986; Field et al., 1991; Tvede et al., 1994). Além disso, a tensdo de
cisalhamento dentro dos capilares pode levar a desmarginalizacdo de leucécitos do pulmao,
musculo esquelético e ainda, do figado e bago para a circulacdo (McCarthy & Dale, 1988).
Embora os fatores hemodinamicos parecam ser responsdveis pela maioria da
leucocitose, as razdes para o aumento de leucdcitos induzido pelo exercicio fisico agudo sdao
ainda pouco esclarecidas. Tem sido sugerido que isso esteja associado com a resposta "luta ou

fuga" que ocorre, rapidamente, para preparar o organismo do perigo adversario (McCarthy &

Dale, 1988).
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FIGURA 2. O efeito imediato do exercicio fisico agudo sobre o

namero de leucdcitos circulantes. Fonte: modificado de Blannin
(2000).

Alguns estudos observaram o aumento da contagem de neutréfilos na circulagio apds
uma sessdo de exercicios fisicos breves e exaustivos (McCarthy & Dale, 1988; Field et al.,
1991; Gabriel et al., 1992b; Pyne, 1994). A quimiotaxia de neutréfilos pode ser aumentada
com o exercicio fisico agudo de intensidade moderada (Ortega et al., 1993b), porém
Rodriguez e colaboradores (1991) ndo constataram alteragdes na quimiotaxia apds exercicio
fisico agudo até a fadiga. Além disso, a quimiotaxia pode ser maior (Ortega et al., 1993a) ou
sem diferenca (Hack et al., 1992) em individuos treinados comparados aos sedentarios.

Com relagdo aos linfécitos T, as alteracdes no nimero absoluto de células T CD4+
sdo maiores do que aquelas observadas para as células T CD8+. No entanto, quando se

considera as alteracoes relativas (a variagdo percentual dos valores de repouso), parece que as
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células T CD8+ apresentam um maior aumento relativo no nimero durante e imediatamente
apos o exercicio fisico agudo (Nieman et al., 1994).

No que se referem aos mondcitos, estudos observaram o aumento dos mesmos na
circulacdo apds a realizacdo de exercicio fisico agudo, quando de curta duracdo e alta
intensidade (Bieger et al, 1980; Field et al., 1991). O exercicio fisico agudo, também,
aumenta a contagem de células exterminadoras naturais (Hoffman-Goetz et al., 1990; Nieman
etal., 1994).

Os efeitos do exercicio fisico cronico sobre o sistema imunolégico sdo contraditérios.
A resposta linfocitaria proliferativa tem sido descrita como reduzida (Papa et al., 1989),
elevada (Nieman et al., 1993; Baj et al., 1994) ou inalterada (Oshida et al., 1988; Pedersen et
al., 1989; Tvede et al., 1991; Nieman et al., 1995a; Nieman et al., 1995b) ao comparar atletas
e sedentdrios. A funcdo dos neutréfilos foi suprimida (Lewicki et al., 1988; Pyne, 1994) ou
inalterada (Green et al., 1981; Hack et al., 1992) ap6s exercicio fisico cronico.

Maratonistas foram comparados a um grupo de sedentdrios. Apesar das diferencas
entre os grupos no consumo maximo de oxigénio (VOymax), no percentual de gordura
corporal e no exercicio fisico, apenas a atividade das células NK, dentre as varidveis do
sistema imunoldgico avaliadas, foi maior entre os maratonistas (Nieman et al., 1995b). Em
outro estudo, ciclistas e individuos controle foram examinados e a atividade das células NK
foi elevada no grupo treinado, tanto durante o periodo de treinamento com baixa intensidade,
quanto durante o de alta intensidade (Tvede et al., 1991). Um programa de caminhada de 12
semanas, em mulheres idosas, ndo influenciou a atividade de células NK (Nieman et al.,
1993). Em contrapartida, Crist et al. (1989) constataram que 16 semanas de exercicio fisico
em esteira aumentou a atividade das células NK em mulheres. Do mesmo modo, a atividade
das células NK aumentou apés 15 semanas de caminhada em mulheres moderadamente

obesas (Nieman et al., 1990).

4.2. Citocinas e quimiocinas

A resposta imunoldgica é regulada por diferentes mediadores. Dentre esses, as
citocinas sdo proteinas secretadas por células e possuem como fungdo regular a resposta
imune, podendo regular também o trafego e organizagdo celulares em 6rgaos linféides (Borish
e Steinke, 2003; Commins et al., 2010). Elas sdo moléculas soliveis com atuagdo local ou

sist€émica, as quais sdo liberadas ou produzidas em consequéncia a uma lesdo ou estimulo
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(Margolius, 1995; Carroll, 1998; Nathan, 2002). Em geral, as citocinas atuam como fatores de
crescimento na diferenciacdo e proliferacdo celular, e também na maturacdo de células na
medula 6ssea (Borish & Steinke, 2003; Commins et al., 2010). De acordo com as respostas
predominantes das a¢des de uma citocina ela pode ser caracterizada com propriedades pré-
inflamatodria e anti-inflamatdria.

A interleucina-6 (IL-6), o fator de necrose tumoral-a (TNF-a), a interleucina-1p (IL-
1B) e o interferon-y (IFN-y) s@o consideradas, classicamente, como pro-inflamatérias. A 1L-6
¢ produzida, predominantemente, por células T, fibroblastos, macréfagos e células endoteliais
(Borish & Steinke, 2003; Abbas & Lichtman, 2005), e ainda pode ser produzida pelo tecido
muscular em resposta ao exercicio fisico agudo (Penkowa et al., 2003; Hiscock et al., 2004).
Esse mediador promove o crescimento e a diferenciacdo de células B e T, a producao de
proteinas de fase aguda e também € indutor de febre (Borish & Steinke, 2003; Abbas &
Lichtman, 2005). O TNF-a € produzido por macréfagos, células NK e T, promovendo
inflamacdo local e ativacdo endotelial. O IL-1p, por sua vez, é produzido em macréfagos e
células epiteliais causando febre e a ativagdo de células T e macréfagos (Borish & Steinke,
2003; Abbas & Lichtman, 2005). O IFN-y € produzido, especialmente, por linfécitos e células
NK. Essa citocina atua no processo de apresentacdo de antigeno, aumentando a expressao de
moléculas do complexo de histocompatibilidade principal de classe I e II e na estimulacdo da
secrecao de citocinas nos leucdécitos (Borish & Steinke, 2003).

O controle da intensidade da resposta inflamatéria diante de um estimulo € realizado
predominantemente por agentes anti-inflamatérios também chamados de moduladores. H4 um
balanco dindmico entre mediadores pro e anti-inflamatérios no sistema imunolégico humano.
A interleucina-10 (IL-10) é uma citocina moduladora com ag¢des anti-inflamatérias. Ela é
produzida por mondcitos, macréfagos, células T (principalmente células T reguladoras) e
células B e possui agdes supressoras de macréfagos e células dendriticas ativadas, atuando
predominantemente na inibi¢do da expressdo de moléculas do MHC de classe II (Borish &
Steinke, 2003; Abbas & Lichtman, 2005). Outro fator envolvido nesse processo regulador € o
antagonista do receptor de IL-1 (IL-1ra) que é produzido por fagécitos mononucleares. Por
ser estruturalmente semelhante ao IL-1, ligando-se aos mesmos receptores dessa citocina e
por ndo possuir efeitos bioldgicos, atua inibindo competitivamente as agdes do IL-1 (Abbas &
Lichtman, 2005).

Os receptores de membrana do TNF sdo denominados de TNFR1 (também conhecido
como p55) e TNFR2 (também conhecido como p75), os quais sao regulados de forma diversa

em distintos tipos celulares, tanto em tecidos normais, como naqueles com patologia. A
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ligacdao de TNF ao receptor celular TNFR1, geralmente, ativa genes que resultam na indugdo
de uma resposta citotoxica e pré-inflamatdria e estd associada com lesdo tecidual. Por outro
lado, a sinalizacdo pelo TNFR2 sao menos caracterizadas, mas estd relacionada com a
proliferacao de timdcitos, além da ativacdo de células T e possivelmente medeia o reparo
tecidual e angiogénese. Ja os receptores soliveis do TNF-a constituem fatores com agdo anti-
inflamatéria. H4 dois tipos de receptores soluveis de TNF-a: sTNFR1 ou sTNFRpS5 e
STNFR2 ou sTNFRp75. Tais receptores derivam de clivagens enzimaticas do dominio
extracelular dos receptores de TNF-a, contribuindo para a regulacdo da atividade dessa
citocina pela modulacio da capacidade de ligagdo aos receptores de membrana, impedindo a
geracdo de seu respectivo efeito (Fernandez-Botran, 1999; Wallach et al., 1999; Al-Lamki et
al., 2001; Bradley, 2008; Kindt, 2008).

As quimiocinas (ou citocinas quimiotaticas) sdo moléculas relativamente pequenas (8
a 12 kDa) pertencentes a familia das citocinas. Elas atuam guiando e direcionando os
movimentos de leucdcitos (Luster, 1998). Outros tipos celulares, incluindo células epiteliais,
endoteliais, do musculo liso e parénquimais, sofrem acao das quimiocinas (Mantovani, 1999;
Locati et al., 2002). As quimiocinas sdo mediadores da resposta imunoldgica, visto que
participam do recrutamento e ativacao de leucdcitos em estados basal e inflamatérios. Além
disso, elas contribuem para a angiogénese, remodelamento vascular e tecidual, eliminagdo de
patégenos, apresentacdo de antigenos, cronificacdo da inflamacdo e reparo/cicatrizacdo de
tecidos e tumorogénese (Murphy, 1994; Locati & Murphy, 1999; Mantovani, 1999; Locati et
al., 2002; Rosenkilde & Schwartz, 2004; Wynn, 2008; Dorner et al., 2009).

As quimiocinas constituem uma superfamilia de cerca de 50 pequenas citocinas. As
familias sdo classificadas pela estrutura e fun¢do das moléculas. Quatro subfamilias das
quimiocinas apresentam residuo de cisteina na por¢ao amino-terminal da molécula (CXC, CC,
C e CX30C). Os receptores celulares dessas moléculas possuem sete dominios transmembrana
e estdo associados a proteina G com alta afinidade, levando a ativacdo de cascatas de
sinalizacdo intracelular (Loetscher et al., 1996; Kuna et al., 1998; Proudfoot, 2006; Thelen &
Stein, 2008).

A interleucina-8 (CXCLS8/IL-8), da familia CXC, recruta neutréfilos. Além disso, essa
quimiocina ativa mondcitos € pode promover o seu recrutamento para lesdes vasculares
(Charo & Taubman, 2004). Outra quimiocina pertencente a familia CXC, relacionada ao
recrutamento de células T efetoras € a proteina-10 induzivel por interferon-gama
(CXCL10/1P-10) (Loetscher et al., 1996; Kuna et al., 1998). A familia de quimiocinas CC

atrai e ativa células mononucleares e sdo encontrados em sitios de inflamacdo cronica
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(Loetscher et al., 1996; Kuna et al., 1998; Charo & Taubman, 2004). A quimiocina
CCL2/MCP-1 (proteina quimiotdtica de mondcito-1) parece ter um papel-chave no
recrutamento de mondcitos da circulacdo sanguinea para lesdes ateroscleroticas, envolvida na

angiogénese e na trombose (Charo & Taubman, 2004).

4.2.1. Citocinas, quimiocinas e exercicio fisico

O exercicio fisico agudo induz ao aumento da interleucina-6 circulante (Suzuki et al.,
2003; Margeli et al., 2005; Nieman et al., 2005) (FIGURA 3). Ostrowski et al. (1999)
observaram a elevacao de outras citocinas pro-inflamatérias na circulagdo, como o TNF-a e a

IL-1.

Exercicio

FIGURA 3. A resposta de citocinas
plasméticas ao exercicio fisico agudo.
Sendo: IL-6: interleucina-6, IL-10:
interleucina-10, IL-1ra: antagonista do
receptor de IL-1, sTNF-R: receptor solivel
do TNF. Fonte: modificado de Petersen &
Pedersen (2005).

A IL-6 € produzida por mondcitos e macréfagos (Akira et al., 1993). Por esse motivo,
um estudo inicial indicava que os mondcitos eram os responsiveis pelo aumento da
concentracdo dessa citocina na circulagdo, induzido pelo exercicio fisico agudo (Ullum et al.,
1994). Entretanto, Starkie e colaboradores (2000) demonstraram que a expressao de IL-6 em

mondcitos ndo era alterada apés uma sessao de exercicio fisico.
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Outra possivel origem da IL-6 na circulacdo induzida pelo exercicio fisico era a
contragdo do musculo esquelético. Dessa forma, Ostrowski er al. (1998) encontraram um
aumento de dcido ribonucléico mensageiro (RNAm) de IL-6 (no misculo que contraiu) em
relacdo ao repouso apos a realizagdo de uma sessio de exercicio fisico. Isso gerou a hipétese
de que o exercicio fisico exaustivo, como a maratona, causaria a destruicdo de miofibras do
miusculo em contracdo promovendo uma inflamacdo e subsequente liberagdo de IL-6 na
circulagao sistémica. Porém, estudos posteriores demonstraram que o dano muscular nao é o
responsavel pela liberacao dessa citocina (Croisier et al., 1999; Starkie et al., 2001).

Embora, Ostrowski et al. (1998) e Starkie et al. (2001) tenham constatado o aumento
de RNAm de IL-6 no musculo esquelético apds exercicios fisicos agudos e prolongados, esses
estudos nao demonstram que sdo as células musculares que produzem e liberam a IL-6. Visto
que existem outras fontes de producdo de IL-6, como macréfagos residentes no tecido,
fibroblastos no tecido conjuntivo, o endotélio dos capilares musculares, o tecido adiposo e o
0ss0, 0s quais podem contribuir para o aumento da concentracdo sistémica de IL-6 durante o
exercicio fisico agudo (Lancaster, 2006). Desse modo, posteriormente, Penkowa et al. (2003)
e Hiscock et al. (2004) realizaram bidpsias musculares no repouso e depois do exercicio fisico
agudo e comprovaram, por meio de imunohistoquimica, que a IL-6 €, realmente, produzida
pelos midcitos.

Com relagdo a liberacdo de IL-6 na circulacdo, Steensberg et al. (2000) observaram
que esse fato depende da contragdo muscular, uma vez que a perna que realizou contragdes
(5h de extensdo de joelhos) promoveu o aumento de IL-6 na circulacdo enquanto que a perna
em repouso ndo alterou a concentracdo dessa citocina. Isso foi detectado, por meio de
catéteres colocados no interior da veia femoral de ambas as pernas (FIGURA 4). Outros
estudos demonstraram que o aumento da concentragdo de IL-6 na circulagdo possui
correlagdo positiva com a intensidade (FIGURA 5; Ostrowski et al., 2000) e com a durag@o

(FIGURA 6; Pedersen & Febbraio, 2008) do exercicio fisico agudo.
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FIGURA 4. IL-6 liberado das pernas em
repouso e em exercicio agudo. P<0,05

versus repouso (R). Fonte: modificado de

Steensberg et al. (2000).
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95%. Fonte: modificado de Ostrowski et al.
(2000).
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Além do papel no sistema imunoldgico, a IL-6 apresenta acdes no metabolismo
energético. Estudos indicam que a IL-6 aumenta a lip6lise (Nonogaki et al., 1995; Stouthard
et al., 1995; Path et al., 2001; Bruce & Dyck, 2004; Petersen et al., 2005), bem como a
oxidagdo de gordura (van Hall et al., 2003; Petersen et al., 2005). Ademais, dados sugerem
que a IL-6 aumenta a captacdo de glicose em midcitos (Wallenius et al., 2002; Al-Khalili et
al., 2006; Carey et al., 2006; Glund et al., 2007). A incubagdo de IL-6 aumenta a fosforilagao
da proteina ativada por monofosfato de adenosina (AMPK) nos musculos esqueléticos. Além
disso, a atividade da AMPK e as concentragdes de acetil-CoA carboxilase foram baixas em
camundongos knockout para IL-6, sugerindo um papel da IL-6 na regulacdo da atividade da
AMPK (Kelly et al., 2004). A ativagdo da AMPK leva a fosforilacdo e, consequentemente, a
inibicao de acetil-CoA carboxilase. A acetil-CoA carboxilase € o passo regulador na producdo
de malonil-CoA e subsequente biossintese de dcidos graxos. A malonil-CoA é também um
potente inibidor da carnitina palmitoil transferase-1, a enzima limitante da captagcdo de acidos
graxos para dentro da mitocOndria. Portanto, uma reducdo de malonil-CoA remove a inibi¢ao
da captagdo mitocondrial de dcidos graxos, estimulando sua oxida¢do, bem como a redugdo da
biossintese de lipidios (Carling, 2004; Ruderman et al., 2006).

Considerando a atuagdo metabolica dessa citocina e a sua liberacdo durante o exercicio

fisico agudo, experimentos em humanos tém demonstrado que a ingestdo de glicose durante a
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realizacdo do mesmo atenua o aumento plasmdtico de IL-6 induzido pelo exercicio fisico
(Nehlsen-Cannarella ef al., 1997; Nieman et al., 1998b; Henson et al., 2000; Lancaster et al.,
2003; Nieman et al., 2004; Li & Gleeson, 2005) e que a ingestdo de carboidratos atenua a
elevacao plasmaética de IL-6 durante a corrida e o ciclismo (Nehlsen-Cannarella et al., 1997,
Nieman et al., 1998b; Starkie et al., 2001).

A literatura sugere as possiveis funcdes bioldgicas da IL-6 induzidas pela contracio
muscular. Em resposta as contracdes, as fibras musculares do tipo I e II expressam a miocina
IL-6, que, posteriormente, exerce os seus efeitos. Localmente dentro do musculo e, quando
liberado na circulagdo, perifericamente em alguns 6rgdos. Especificamente, no musculo
esquelético, a IL-6 atuaria através de um homodimero gp130RB/IL-6R resultando na ativagcao
da AMPK e / ou fosfatidilinositol 3-quinase para aumentar a oxidagcao de gordura e a captacdo
de glicose. Perifericamente, a IL-6 também € conhecida por aumentar a producdo de glicose
hepdtica durante o exercicio e a lipdlise no tecido adiposo (FIGURA 7; Pedersen & Fischer,

2007; Pedersen & Febbraio, 2008).
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FIGURA 7. As fungdes bioldgicas da IL-6 induzidas pela contracio muscular. Fonte:
modificado de Pedersen & Febbraio, 2008.



42

Além das citocinas abordadas anteriormente, poucos estudos evidenciaram que o
exercicio fisico agudo induz ao aumento de mediadores anti-inflamatorios, como o
antagonista do receptor de IL-1, o receptor solivel do TNF e a interleucina-10 (FIGURA 3,
Ostrowski et al., 1999; Toft et al., 2002; Petersen & Pedersen, 2005).

A concentracdo plasmatica da quimiocina IL-8 aumenta em resposta a uma sessdo de
exercicio fisico, como corrida, a qual envolve contragdes musculares excéntricas (Ostrowski
et al., 2001; Nieman et al., 2003), sendo o aumento dessa quimiocina, possivelmente, devido
a uma resposta inflamatdria. Por outro lado, o exercicio fisico agudo com a contracdo
concéntrica, como a bicicleta ergométrica (Chan et al., 2004) ou remo (Henson et al., 2000),
de intensidade moderada, ndo altera as concentracdes plasmaticas de IL-8 (Henson et al.,
2000; Nieman et al., 2003; Chan et al., 2004; Akerstrom et al., 2005). Entretanto, o RNAm do
receptor CXCR2 aumentou no musculo esquelético em resposta ao exercicio de bicicleta, no
periodo pés-exercicio quando comparado com amostras pré-exercicio. O aumento do CXCR?2
foi constatado no endotélio vascular, e também nas fibras musculares (Frydelund-Larsen et
al., 2007). A funcio fisioldgica de IL-8 dentro do misculo € ainda desconhecida, porém, ha a
hipétese de que a IL-8 derivada da contracdo muscular, ao associar-se com o CXCR2
(expresso por células endoteliais microvasculares), estimule a angiogénese (Norrby, 1996).
Dessa forma, a expressdo local de IL-8 durante o exercicio fisico agudo ndo tem efeitos
imunoldgicos sistémicos, mas € provdavel que tenha efeito local (Frydelund-Larsen et al.,
2007).

No que se refere aos efeitos do exercicio fisico cronico sobre as citocinas, estudos
longitudinais, em pacientes com doengas cardiovasculares, observaram que o mesmo reduz as
concentracgdes séricas de mediadores pré-inflamatérios (MCP-1, IL-1p, IL-6, IFN-y e TNF-a)
e aumentam o anti-inflamatério (IL-10) (Adamopoulos et al., 2001; Larsen et al., 2001;
Conraads et al., 2002; Gielen et al., 2003; Goldhammer et al., 2005). Além disso, Mattusch et
al. (2000) relataram que o programa de intervencdo com exercicio fisico cronico reduziu a
inflamacdo sistémica de baixo grau em voluntarios saudaveis. Entretanto, os marcadores de
inflamacdo sist€émica de baixo grau ndo foram reduzidos em pacientes com insuficiéncia
cardiaca cronica em um estudo, embora a inflamacao tenha diminuido, localmente, dentro do
miusculo esquelético (Bruunsgaard et al., 2004). Essas diferencas entre os estudos podem ser
em consequéncia das formas de intervengdes distintas, por exemplo, diferentes intensidades e
duracdo de exercicio fisico. Finalmente, o efeito do exercicio fisico pode ser diferente nas

variadas desordens associadas com a inflamacdo de baixo grau sist€émico.
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4.3. Adipocinas

Adipocina € um termo adotado para descrever a proteina que € secretada pelo tecido
adiposo, sendo essa proteina uma citocina ou ndo. As adipocinas sao diversificadas em termos
de estrutura protéica e funcdo fisioldgica (Trayhurn & Wood, 2004). Nesse tépico serdo
abordadas: a leptina, resistina e adiponectina, por serem, tradicionalmente, classificadas como
adipocinas.

A leptina é um polipeptideo produzido pelo tecido adiposo, placenta, medula Gssea,
estdbmago e musculo (Fonseca-Alaniz et al., 2006; Romero & Zanesco, 2006). Ela age no
hipotdlamo na regulacdo do apetite e do balanco energético (Trayhurn & Bing, 2006), por
meio da aferéncia com o sistema nervoso central responsédvel por informar ao cérebro sobre os
estoques periféricos de energia, dentro de uma alga de retroalimentacdo negativa. A leptina
atua sobre alguns peptideos produzidos em neurdnios do nicleo arqueado: neuropeptideo Y
(NPY), o peptideo relacionada a agouti (AGRP), pré-opiomelanocortina (POMC) e transcrito
regulado por cocaina e anfetamina (CART), suprimindo a atividade dos neurdnios
orexigénicos que produzem NPY/AGRP, enquanto exerce agdo estimulatéria sobre a
atividade de neurdnios anorexigénicos, responsdveis pela producio da POMC e CART
(Schwartz et al., 2000). Além disso, a leptina ativa a AMPK no musculo esquelético com o,
consequente, aumento da oxidag@o de acidos graxos (Minokoshi et al., 2002; Minokoshi &
Kahn, 2003).

A leptina também possui acdes no sistema imune. Estudos in vivo sobre os efeitos
imuno-modulatérios da leptina tém sido gerados pela utilizagdo de camundongos leptina ob-
ob deficientes. Esse cendrio estd associado a reducdo da inflamacdo em modelos de doencas
autoimunes, mas também com o aumento da susceptibilidade a infec¢cdes bacterianas e virais
(Faggioni et al., 2000; Matarese et al., 2001; Busso et al., 2002; Mancuso et al., 2002; Kanda
et al., 2004).

A leptina protege os linfécitos T da apoptose e regula a proliferacdo e ativagdo de
células T. Ela também influencia a producdo de citocinas pelos linfécitos T, em geral, o
fenétipo de comutacdo para uma resposta Thl (Fantuzzi, 2005). Em mondcitos e macréfagos,
a leptina aumenta a producdo de citocinas pré-inflamatérias como TNF-o, 1L-6 e IL-12, e
estimula a ativacdo de neutréfilos e a proliferacio de mondcitos circulantes in vitro

(Gainsford et al., 1996; Tilg & Moschen, 2006).
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Outra adipocina com efeitos pro-inflamatdrios € a resistina, que pertence a uma
familia de proteinas ricas em cisteina. A resistina é encontrada em regides de inflamacdo
(Carvalheira et al., 2002; Carvalho et al., 2006) e € secretada por mondcitos/macréfagos e
adipdcitos. Segundo Fantuzzi (2005), em humanos a expressao de resistina nos adipdcitos €
reduzida, e elevada nos macréfagos e mondcitos, o que sugere um papel inflamatorio.

A resistina possui acao aterogénica pelo aumento da expressdao de moléculas de adesao
intercelular- 1 (ICAM-1) e molécula de adesdo de célula vascular-1 (VCAM-1) em células
endoteliais vasculares (Verma et al., 2003; Tilg & Moschen, 2006). A resistina estimula a
sintese das citocinas pré-inflamatérias TNF-a, IL-1B, IL-6 por diferentes tipos celulares.
Alguns mediadores pré-inflamatérios como TNF-a, IL-6 e lipopolissacarideos podem regular
a expressao do gene da resistina (Pang & Le, 2006; Tilg & Moschen, 2006).

Outra adipocina € a adiponectina, polipeptideo secretado, especialmente, pelo tecido
adiposo. A adiponectina exerce os seus efeitos sobre processos metabdlicos, como a
homeostase energética e o metabolismo de glicose e lipidios através da ativagdo e fosforilagdao
da AMPK (Yamauchi et al., 2002). A adiponectina estimula a atividade da AMPK tanto na
periferia como no sistema nervoso central. A sua ac@o hipotalamica (nicleo arqueado)
estimula a ingestdo alimentar e reduz o metabolismo energético. Camundongos que nao
possuem adiponectina sao resistentes a ativacao hipotalamica da AMPK e, consequentemente,
sdo hipofégicos, com elevado gasto energético, além de apresentarem resisténcia a obesidade
quando expostos a dieta hipercalérica (Kubota et al., 2007). A adiponectina estimula a AMPK
no musculo, levando ao aumento da oxidagao de acidos graxos e a reducao das concentragdes
plasmdticas de glicose e, no figado, provoca diminui¢do da gliconeogénese e da sintese de
acidos graxos (Yamauchi et al., 2002).

Ao contrario de outras adipocinas, a adiponectina possui fun¢des imunoldgicas anti-
inflamatdrias, pois age como protecao para fatores cardiovasculares e aumenta a sensibilidade
a insulina. Algumas citocinas, como IL-6 e TNF-a sdo inibidores da secre¢do e expressao de
adiponectina. A adiponectina, por sua vez, regula a expressao de algumas citocinas pro e anti-
inflamatorias, estimula a producdo da IL-10, além de suprimir a sintese de TNF-a. Além
disso, inibe também a ativagdo do fator kB (NF-kB) em células endoteliais e interfere na

funcdo de macréfagos (Fantuzzi, 2005; Tilg & Moschen, 2006).
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4.3.1. Adipocinas e exercicio fisico

Alguns estudos avaliaram a resposta da leptina apds a realizacdo de exercicio fisico
agudo (de intensidades maxima e subméxima; de curta e longa duracio) (Hickey et al., 1996;
Perusse et al., 1997; Racette et al., 1997; Koistinen et al., 1998; Duclos et al., 1999; Torjman
et al., 1999; Elias et al., 2000; Essig et al., 2000; Weltman et al., 2000; Fisher et al., 2001;
Kanaley et al., 2001; Sliwowski et al., 2001; Nindl et al., 2002; Zaccaria et al., 2002).
Entretanto, tem-se observado resultados contraditérios, visto que alguns estudos nao
observaram qualquer alteracdo nas concentragcdes plasmaticas de leptina (Racette et al., 1997,
Weltman et al., 2000), enquanto outros constataram uma redu¢do nas mesmas. De acordo com
alguns autores, as concentragdes de leptina circulantes sdo apenas diminuidas apds exercicios
fisicos de alta intensidade (Elias et al., 2000) e de longa duracdo (Koistinen et al., 1998; Leal-
Cerro et al., 1998; Duclos et al., 1999; Olive & Miller, 2001; Zaccaria et al., 2002) e ainda,
que essa redugdo parece ocorrer apds algumas horas e/ou dias apds o término de um exercicio
fisico agudo (Essig et al., 2000; Nindl et al., 2002).

Em relagdo ao exercicio fisico cronico, Crampes et al. (2003) relataram uma reducao
nas concentracdes de leptina apds treinamento fisico, em homens com sobrepeso. Redugdes
da concentracdo circulante da leptina, também, foram constatadas por outros estudos
envolvendo individuos com sobrepeso ou obesidade, os quais participaram de um programa
de treinamento fisico, com e sem restricdao dietética (Miyatake et al., 2004; Murakami et al.,
2007). Entretanto, Thong e colaboradores (2000) observaram que o exercicio fisico cronico,
quando sem o efeito da dieta, ndo promove alteracdo nas concentracdes de leptina. Em
contrapartida, outros autores demonstraram que alguns treinamentos de longo prazo
promoveram reducdes na leptina plasmatica independentemente da reducdo de peso (Hickey
et al., 1997; Pasman et al., 1998; Ishii et al., 2001).

Com relacdo a resistina, poucos estudos avaliaram sua resposta ao exercicio fisico
agudo. Varady e colaboradores (2010) observaram reducdo das concentracdes de resistina
ap6s a realizacdo de um exercicio fisico agudo. Por outro lado, Jamurtas et al. (2006)
relataram que a resistina ndo € alterada por sessdes Unicas de exercicio fisico.

Os resultados do exercicio agudo e/ou treinamento fisico nas concentracdes de
adiponectina, ainda ndo estdo esclarecidos. Ha estudos que ndo relataram qualquer efeito do
exercicio agudo sobre as concentracdes de adiponectina em individuos sauddveis, com peso
normal (Kraemer et al. 2003; Ferguson et al. 2004; Punyadeera et al., 2005). Porém, Jurimae

e colaboradores (2005) observaram uma reducio imediatamente apds exercicio fisico agudo e
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aumento da mesma nos 30min no periodo de recuperacdo, em individuos sauddveis. Os
trabalhos que avaliaram os efeitos do exercicio fisico crOnico sobre as concentragdes dessa
adipocina apresentam resultados controversos (Hulver et al., 2002; Boudou et al., 2003;

Kriketos et al., 2004).

4.4. Fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF)

Os fatores neurotréficos constituem uma familia de polipeptideos, incluindo o fator de
crescimento do nervo (NGF), o fator neurotréfico derivado da glia (GDNF), o fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), a neurotrofina 3 (NT-3) e a neurotrofina 4/5 (NT-
4/5). Esses fatores exercem suas funcdes sobre as células alvo através de ligacdes a duas
classes de receptores de membrana: o receptor tropomiosina kinase (Trk) e receptor
neurotrofina p75 (p75 NTR). Os receptores possuem acgdes distintas, sendo que os Trk agem
na diferenciacdo, desenvolvimento, matura¢do e sobrevivéncia celular de neurdnios e sdo
eficazes na transmissdo sindptica, ja os receptores p75 medeiam a morte celular e a sua
deterioragdo funcional (Hennigan et al., 2007).

As células alvo de uma determinada populacdo neuronal sdo responsaveis pela
liberacdo dos fatores neurotréficos, seguido por captacdo pela terminacdo nervosa pré-
sindptica e transporte retrogrado até o corpo neuronal (Skaper & Walsh, 1998). Outras fontes
de neurotrofinas sdo as células gliais, os fibroblastos, as células de Schwann, as células
endoteliais, entre outras (Acheson et al., 1987). O BDNF atua na regulacdo da sobrevivéncia,
crescimento e manuten¢do dos neuronios (Mattson et al., 2004) e parece desempenhar um
papel na aprendizagem e memoria (Tyler er al., 2002). E ainda, atua prevenindo a morte
neuronal durante o estresse (Schabitz et al., 2007).

Além das células descritas anteriormente, o BDNF foi detectado em plaquetas,
mondcitos, as células B, os eosinofilos e as células T (Yamamoto & Gurney, 1990 ; Lambiase
et al., 1997; Kerschensteiner et al., 1999 ; Edling et al., 2004; Rochlitzer et al., 2006). Assim,
além das acdes neurotroficas, parece que o BDNF age como mediador imunoldgico, mas ndo
estd claro se possui fungdes pré ou anti-inflamatérias. Makar e colaboradores (2008)
demonstraram que células que produzem BDNF promoveram a redugdo da inflamacdo no
modelo experimental de encefalomielite, em camundongos. Por outro lado, o BDNF parece

estar envolvido na angiogénese de doencas neopldsicas, agindo como um fator pro-
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inflamatodrio, visto que concentracdes elevadas de BDNF estdo associadas com a
sobrevivéncia e o crescimento tumoral (Yang et al., 2006). Segundo Currie et al. (2009), o
BDNF, em algumas doencas ndo-neurais, pode contribuir para a patogénese, como por
exemplo, da doenca arterial coronariana (Ejiri et al., 2005). Além disso, a producdo de
citocinas pré-inflamatérias aumenta a secrecdo de BDNF por mondcitos in vitro (Schulte-

Herbruggen et al., 2005).

4.4.1. BDNF e exercicio fisico

As pesquisas iniciais sugeriam que a resposta do BDNF mediada pelo exercicio fisico,
seria restrita aos sistemas sensorios-motores do cérebro, tais como o cerebelo, areas corticais
primdria, visto que é um fator neurotréfico. Entretanto, os experimentos demonstraram que
alguns dias de corridas voluntdrias em ratos promoveram o aumento das concentragdes de
RNAm de BDNF no hipocampo (Neeper et al., 1995), uma estrutura que é normalmente
associada a uma maior funcio cognitiva em relagdo a atividade motora. Além do hipocampo,
a corrida aumentou as concentra¢cdes de RNAm de BDNF no cerebelo e no cértex (Neeper et
al., 1996). Embora outros fatores neutréficos, como o NGF (Neeper et al., 1996) e o fator de
crescimento fibroblastico 2 (Gomez-Pinilla et al., 1997), também serem induzidos no
hipocampo em resposta ao exercicio fisico, essas foram menos acentuadas do que a do BDNF,
sugerindo que esse fator neurotréfico € um mediador dos beneficios do exercicio fisico
cronico sobre o cérebro.

Em humanos, o exercicio fisico agudo até a fadiga induz a uma elevacao plasmatica de
BDNF observada no momento do término do exercicio, seguido por um rdpido retorno aos
valores basais ap6és o momento da fadiga (Roja Vega et al., 2006; Ferris et al., 2007,
Gustafsson et al., 2009). Apds o exercicio fisico agudo, a expressdo de RNAm do BDNF ¢é
aumentada no musculo esquelético. No entanto, esse BDNF produzido ndo parece ser liberado
para a circulacdo. Além disso, o BDNF aumenta a fosforilagdo da AMPK e ACCR, levando ao
aumento da oxidacdo lipidica in vitro e ex vivo (Matthews et al., 2009). Assim, Matthews ef
al. (2009) sugerem que o BDNF atua no metabolismo energético no musculo esquelético,

através do aumento da oxidacdo de gordura de forma AMPK dependente (FIGURA 8).
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FIGURA 8. O papel biol6gico do BDNF induzido
pela contracio muscular. Fonte: modificado de

Pedersen et al. (2009).

Evidéncias demonstram que a utilizagcdo do exercicio fisico cronico na prevencao e no
tratamento de doengas neuroldgicas favorece a plasticidade cerebral, a neurorregeneracao, a
neuroadaptagdo (Dishman et al., 2006; Cotman et al., 2007). Além disso, Zoladz et al., 2008
constataram que cinco semanas de treinamento de resisténcia aumentaram as concentragdes

plasmaticas de BDNF em homens sauddveis.

4.5. Treinamento aerobio

O treinamento aerébio € utilizado com o objetivo de induzir adaptagdes
cardiovasculares e musculares que resultam no aumento da capacidade oxidativa (avaliada
pelo VO,max). Sendo que, a poténcia aerébia maxima € a maior capacidade de transporte e
utilizagdo de oxigénio para producdo de energia — VOoyax (McArdle et al., 2003). Além

disso, o treinamento aerébio promove o aumento do volume de ejecdo cardiaco, decorrente do
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aumento da cavidade ventricular esquerda, contratilidade do miocdrdio e volume diastélico
final (Spina, 1999), resultando em maior débito cardiaco maximo (Shephard, 1992).

Apd6s uma sessdo de exercicio fisico foram observados aumentos transientes na
quantidade de RNAm, o que aumenta a transcri¢do e sintese de proteinas para um novo
estado-estdvel (Coffey & Hawley, 2007). O exercicio fisico realizado em repetidas sessoes,
usualmente intercaladas por periodos de recuperacdo, resulta em alteracdes na expressao de
uma ampla variedade de genes que podem levar a alteracdo no fendtipo muscular (Adhihetty
et al., 2003). De acordo com Coffey & Hawley (2007), as adaptacdes ao treinamento de longo
prazo, provavelmente sdao decorrentes dos efeitos acumulativos de cada sessdo de treinamento,
o qual induz mudancas no estado-estdvel de proteinas especificas a um novo limiar funcional.

No misculo esquelético ocorrem adaptagdes relacionadas a capacidade oxidativa. O
musculo esquelético é um tecido que pode sofrer adaptagdes metabdlicas e morfoldgicas em
resposta a repetidas sessoes de exercicio fisico (Adhihetty et al., 2003). As adaptacdes
decorrentes de um treinamento s@o especificas e dependentes do tipo de exercicio realizado e
da carga de treinamento utilizada.

Com o treinamento aerdbio ha o aumento no ndmero e tamanho de mitocdndrias;
aumento na concentragdo de enzimas do Ciclo de Krebs e mecanismos de transporte de
elétrons (Schantz et al., 1986; Suter et al., 1995); aumento da capacidade da B-oxidacdo de
acidos graxos livres (Kiens et al., 1993); aumento na concentracdo de bombas de sddio-
potassio (Green et al., 1993); aumento da capacidade de transportar lactato (Pilegaard et al.,
1994; McCullagh et al., 1996); aumento da concentragao de mioglobina (Harms & Hickson,
1983) e na densidade capilar (Andersen & Henriksson, 1977; Ingjer, 1979). Apds o
treinamento aerébio, o aumento das reservas e da utilizacao de triglicerideos intramusculares
(Hurley et al., 1986; Martin et al., 1993) reduz a contribui¢do dos carboidratos para a
ressintese de ATP durante exercicio submaximo com a mesma intensidade absoluta (Kiens et
al., 1993), o que reduz a taxa de oxidacdo de glicose sanguinea (Coggan et al., 1990;
Mendenhall et al., 1994) e a deplecdo do glicogénio muscular (Green et al., 1995; Coffey &
Hawley, 2007).

Essas adaptagdes podem ser contribuir para a manutencdo de uma determinada
intensidade de exercicio por periodos prolongados (Ivy et al., 1980; Weston et al., 1999).
Sendo que, a maior concentragdo de enzimas oxidativas nas fibras musculares do tipo I pode
retardar o ponto no qual as fibras do tipo II sdo mais recrutadas durante um exercicio; e o
aumento do potencial oxidativo das fibras do tipo II pode reduzir sua relacdo com a glicélise

(Moritani et al., 1993). De acordo com Walsh et al. (2001), o aumento do potencial oxidativo
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muscular decorrente do aumento da densidade mitocondrial e atividade enzimatica apds o
treinamento aerdbio, sdo considerados adaptacdes metabdlicas, associadas ao aumento do
desempenho aerébio e resisténcia a fadiga.

Ap6s o treinamento, ainda parece haver a manutencdo de uma mesma concentracdo de
catecolaminas para uma mesma intensidade relativa de exercicio (Martin et al., 1993;
Mendenhall et al., 1994; Greiwe et al., 1999). Como as catecolaminas podem estimular
producdo de lactato por meio da modulagdo da glicogendlise, esse resultado também pode ser
levado em consideragdo para a reducdo da utilizacdo de glicogénio muscular com o

treinamento (Duan & Winder, 1994).

4.6. Maxima fase estavel de lactato

No presente estudo, alguns dos exercicios fisicos agudos e o treinamento aerdbio
foram realizados na méxima fase estavel de lactato (MFEL), a qual € a maior intensidade de
exercicio fisico na qual a lactatemia ndo apresente aumento superior a lmM durante 10 e
30min de exercicio fisico (Heck et al., 1985; Beneke, 2003; Billat ef al., 2003; Denadai et al.,
2004). A variacdo maxima de 1mM de lactato foi o critério, inicialmente, proposto por Heck
et al. (1985), arbitrariamente, para estabelecer a estabilidade dessa varidvel durante o
exercicio fisico (Faude er al., 2009). De acordo com esse autor, essa intensidade de exercicio
fisico representa o ponto médximo de equilibrio entre a produ¢do e remocao de lactato do
sangue.

A mensuracao direta da MFEL envolve a coleta de varias amostras de sangue durante
multiplas sessdes de exercicio fisico de intensidade constante e duracdo de 30min realizados
em dias separados (Beneke, 2003). Na intensidade da MFEL, ocorre um aumento inicial da
lactatemia seguido por uma condicdo de estado estdvel. Em intensidade acima da MFEL,
ocorre um aumento continuo da lactatemia durante o exercicio fisico (FIGURA 9). O critério
mais comumente utilizado para se considerar que determinada intensidade corresponde a
MFEL ¢ a variacdo na lactatemia de, no maximo, ImM entre os minutos dez e trinta de

exercicio (Heck et al., 1985; Beneke, 2003).
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FIGURA 9. Exemplo de determinag¢do da
maxima fase estavel de lactato (MFEL) de
um voluntério do presente estudo.

Alguns estudos propuseram a identificacio da intensidade de exercicio fisico
correspondente ao limiar de lactato e/ou MFEL através de um protocolo de exercicio
progressivo, visto que a mensuragao direta da MFEL depende da realiza¢do de varias sessdes
de testes. Sjodin & Jacobs (1981) estipularam a intensidade referente a concentracdo
sanguinea de 4 mM de lactato como o ponto de acimulo de lactato no sangue (onset of blood
lactate accumulation — OBLA). Posteriormente, Heck et al. (1985) justificaram a escolha da
concentracdo de 4 mM em funcdo desse valor ter sido a média da concentragdo de lactato
observada na MFEL em testes realizados em esteira. No entanto, houve variacao individual na
lactatemia de 3,0 a 5,5 mM na intensidade referente 8 MFEL (Heck et al., 1985).

Stegmann et al. (1981) propuseram um método para tentar identificar um ponto de
inflexdo na curva de lactatemia durante um exercicio progressivo e verificaram uma grande
variacdo individual na lactatemia (1,5 a 7,0 mM). Diante disso, os autores propuseram um
novo método que identificasse essa intensidade de exercicio de forma individualizada,
chamado limiar anaerdbio individual (Individual Anaerobic Threshold — LAI). O LAI é um
método que avalia a resposta do lactato ao longo do periodo de exercicio fisico e pOs-
exercicio. Ele é definido como a intensidade de exercicio identificada através do ponto de

tangéncia a partir de uma linha tracada da concentracdo de lactato do ultimo estigio de
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exercicio sobreposta a lactatemia observada no pds-exercicio (recuperacdo) em um grafico de

resposta de lactato durante um teste progressivo (FIGURA 10).

14 -

12

10 -

Lactatemia (mM)

Exercicio | Recuperagdo

T T T
0 3 6 9 1215 18 21 24 27 30 33 36 39 42
Tempo (min)

FIGURA 10. Exemplo de determinagdo do
limiar anaerdbio individual (LAI) de um
voluntério do presente estudo.

DeBarros (2007) observou que o LAI foi um método capaz de estimar a MFEL com
precisao, entretanto, a intensidade de exercicio identificada pelo OBLA subestimou aquela
identificada pela MFEL em exercicio fisico realizado em cicloergdbmetro em ambiente
temperado. Figueira et al. (2008) também observaram que o OBLA ndo é um método valido
para estimar a MFEL em cicloergdmetro. Dessa forma, o presente estudo fez uso do LAI
como primeira intensidade utilizada nos testes para a identificacdo da MFEL. Visto que, a
MFEL € empregada como parametro de treinamento e por isso foi utilizada como ferramenta

para tal nesta tese.
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5. METODOS

5.1. Cuidados Eticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
de Minas Gerais (COEP 261/09) (ANEXO I) e respeitou todas as normas estabelecidas pelo
Conselho Nacional da Satude (Res. 196/96) acerca de pesquisas envolvendo os seres humanos.

Uma reunido foi realizada com todos os individuos que se dispuseram,
voluntariamente, a fazer parte deste estudo. Informacdes foram fornecidas sobre os objetivos
e todos os procedimentos que seriam adotados durante a realiza¢do da pesquisa, assim como 0
esclarecimento de duvidas e os possiveis riscos e beneficios relacionados a participagdao dos
individuos nos experimentos.

Todos os participantes responderam um questiondrio (ANEXO II) para identificar
possiveis limitacdes fisicas e/ou alteragdes metabdlicas que pudessem influenciar as respostas
das varidveis do presente estudo e/ou colocar em risco sua integridade fisica. Também foi
aplicado um questiondrio relacionado a coleta de sangue (punc¢do venosa) (ANEXO III), o
qual se referia as experi€ncias prévias em relacdo a possiveis desconfortos e incomodos que
impedissem a participag¢do no estudo.

Além disso, os participantes leram e assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (ANEXO 1V), concordando em participar como voluntario do estudo, em
presenca do pesquisador principal e uma testemunha. Todos os voluntdrios estavam cientes
que poderiam abdicar da participacdo no estudo a qualquer momento sem necessidade de

justificar-se e sem prejuizo pessoal.

5.2. Amostra

A amostra foi composta por 21 homens sadios, estudantes universitirios, que nao
participavam de programas de treinamento aerdébio e que foram divididos, aleatoriamente, em

dois grupos: grupo treinamento (GT) (n=13) e grupo controle (GC) (n=8) (TABELA 1).
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TABELA 1. Caracteristicas da amostra em cada grupo experimental.

Gruno Idade Massa Corporal  Estatura (mX (1221}/{A1‘)[(1in'
P (anos) (kg) (m) 5
CONTROLE 8 25,1+0,9 70,1£3,5 1,79+0,02 45,2+1,5
TREINAMENTO 13 22,5+0,7 72,9+1,9 1,76+0,02 44,9+1,3

Valores apresentados como média + erro padrao da média.

Os seguintes critérios foram utilizados para a inclusdo dos individuos no estudo:
e Sexo masculino com idade entre 18 e 30 anos;
e Naiao realizar nenhum tipo de treinamento aerdbio (exercicio fisico aerdbio
sistematizado);

o Atividades aerdbias esporddicas foram permitidas (1 x semana);

o Nao foi restringida a pratica de musculacao para aqueles individuos que
ja praticavam essa modalidade, sendo orientados a ndo alterar a carga
de treinamento, principalmente para os membros inferiores;

e Naio apresentar nenhuma alteracdo metabdlica ou de saide que pudesse limitar

a pratica de exercicios ou interferir em alguma variavel do estudo.

5.3. Delineamento experimental

Os voluntérios realizaram avalia¢des antes e apds o periodo de tratamento (FIGURA
11). Todos os testes fisicos e o treinamento aerébio foram executados em cicloergdmetro de
frenagem mecanica (Monark Ergomedic E-824E) previamente ajustado e calibrado antes de

cada situacao, de acordo com as especificagdes do fabricante.

Avaliagao TRATAMENTO Avaliagao
Inicial 6 SEMANAS Final

v A 4

Treinamento

Aerobico Controle

FIGURA 11. Esquema do delineamento experimental.
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Optou-se pelo cicloergdmetro pela possibilidade de coleta de sangue sem necessidade
de interrup¢do do exercicio (coleta de amostras de sangue do lobo da orelha), como também a
maior disponibilidade desse ergdmetro no laboratério de Fisiologia do Exercicio da UFMG.

Todos os testes foram realizados com no minimo 48h de intervalo, sempre no mesmo
horédrio do dia (x1h), para evitar influéncias decorrentes do ritmo circadiano, em uma sala
com temperatura controlada por um ar condicionado e aquecedor entre 21-24°C e 50-70% de
umidade relativa do ar (URA) (ambiente temperado) e o exercicio fisico até a fadiga foi
realizado com no minimo 72h de intervalo. A vestimenta foi padronizada para todas as
situacOes experimentais: ténis, meias e bermuda de ciclismo. A fadiga foi considerada como
uma incapacidade do individuo manter a cadéncia/poténcia exigida, ou solicitar a interrup¢ao
do exercicio, em todos os testes.

Os voluntérios foram instruidos a nao ingerir bebida alcodlica ou bebida contendo
cafeina e nem realizar exercicio fisico vigoroso 24h antes dos experimentos. Também foi
requisitado a ingestdo de 500mL de dgua duas horas antes dos experimentos para garantir que

iniciariam os testes euidratados (ACSM, 1996).

Avaliacdo Inicial

Sangue Composicao Exercicio MFEL Exercicio
repouso corporal Progressivo constante
[ T até a fadiga
. VO ax ! | £
1 1 1
; | v
L, v Intensidade
Células LAI MFEL 1

(PRE-MFEL1)
1

v
Plasma

FIGURA 12. Esquema dos testes realizados na avaliagao inicial.

A avaliacdo inicial consistiu na coleta de sangue para andlise de células, avaliacdo da
composi¢ao corporal, do consumo méaximo de oxigénio (VOxmax), além da identificacdo do
limiar anaerébio individual (LAI) durante um exercicio progressivo e da determinacdo da
méxima fase estdvel de lactato. A intensidade de exercicio identificada no LAI foi utilizada
como intensidade inicial nos testes para identificar a maxima fase estavel de lactato (MFEL).

Apés a determinagdo da intensidade correspondente a MFEL (MFEL1), foi realizado um
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exercicio fisico constante até a fadiga nessa intensidade (PRE-MFEL1), no qual foram
coletadas amostras sanguineas para andlises das citocinas, quimiocinas, adipocinas e do
BDNF. A concentracdo desses mediadores foi avaliada, apenas, no grupo treinamento

(FIGURA 12).

5. 3. 1. Periodo de tratamento e avaliacio final

Ap6s a realizagdo do exercicio fisico até a fadiga foi iniciado o tratamento de seis
semanas que consistiu de um periodo de treinamento aerébio ou controle.

O protocolo de treinamento aerébio utilizado foi adaptado de Philp et al. (2008) e
consistiu de trés sessdes de exercicio continuo por semana, na intensidade da MFEL, durante
seis semanas. O aumento da carga de treinamento se deu, apenas pelo aumento do tempo de
cada sessao de treinamento ao longo das seis semanas, sem alteracao da intensidade absoluta

de exercicio (TABELA 2).

TABELA 2. Descri¢do do programa de treinamento.

Frequéncia Duracio

Semana
(semanal) (min)
1 3 24
2 3 27
3 3 30
4 3 33
5 3 36
6 3 39

Para garantir a resposta do treinamento aerdbio, isso €, o aumento do VO,yax € da
intensidade de exercicio associada a MFEL, foi utilizado uma duragdo total dos estimulos de
treinamento maior do que aquela utilizado por Philp et al., (2008) (567 vs. 456min;

respectivamente).
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Todos os participantes do grupo treinamento foram instruidos a realizar o treinamento
em dias alternados no laboratdrio. Entretanto, foi permitido realizar duas sessdes de
treinamento em dias consecutivos. Na eventualidade de falta ao treinamento, aquela sessao foi
reposta no proximo dia de visita ao laboratério, sendo que nenhum voluntario realizou menos
de duas sessdes de treinamento em uma mesma semana.

As sessOes de treinamento foram realizadas no mesmo cicloergdmetro utilizado nos
demais testes. Durante todas as sessdes a intensidade do exercicio, frequéncia cardiaca (FC),
percepg¢ao subjetiva do esfor¢o (PSE) e condicdes ambientais foram registradas.

Ap6s o tratamento foi realizado a avaliagdo final (ou reavalia¢do), na qual foram
realizados a coleta sanguinea e todos os testes da avaliacdo inicial. Entretanto, ndo foi
realizado o exercicio progressivo para a determinacdo do LAI, visto que, a intensidade da
MFEL antes do tratamento foi utilizada como referéncia como intensidade inicial. Apds a
determina¢do da MFEL do pds-tratamento (MFEL 2) foi realizado um exercicio fisico até a
fadiga (POS-MFEL 2). Depois de 72h desse teste, foi realizado um exercicio fisico constante
com a mesma intensidade absoluta e duracio (POS-MFEL 1) daquele realizado no teste até a
fadiga antes do tratamento (PRE-MFEL 1), para verificar possiveis alteracdes nas varidveis
analisadas, naquela intensidade apds o tratamento. As concentracdes de citocinas, adipocinas

e BDNF foram avaliadas, apenas, no grupo treinamento (FIGURA 13).

| Avaliacio Final |

Sangue Composicao MFEL Exercicio Exercicio

repouso corporal constante constante
até a fadiga

| VOyax T '
| ' |
1 1 1
v v v
; Intensidade Intensidade
Células
MFEL 2 MFEL 1
(POS-MFEL2) (POS-MFELT1)

I |
1 1
v v

. Plasma o Plasma

Semelhante avaliacdo inicial

FIGURA 13. Esquema com todos os testes realizados na avaliagao final.
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5.4. Procedimentos realizados antes e apods todos os testes

Assim que o voluntdrio chegava ao laboratério, era verificado se as instrucdes pré-
coleta foram seguidas. Em caso afirmativo, ele era encaminhado ao vestidrio para trocar de
roupa, coletar a urina para verificar estado de hidratacdo e medir a massa corporal. Todos
voluntdrios utilizaram uma bermuda (ou short), meias e ténis durante as situagdes
experimentais.

Em seguida eram colocados: transmissor do cardiofrequencimetro na regido do torax,
espirdmetro e um catéter em uma das veias da regido do antebraco (no exercicio fisico até a
fadiga). O voluntario permanecia, entdo, sentado durante aproximadamente 10min para a
realizagdo da primeira colheita de sangue e para a obten¢do dos dados de repouso das
variaveis fisioldgicas estudadas. A temperatura ambiente foi mantida entre 21 e 24°C e 50 e
70% de URA (ambiente temperado).

Logo apds esse periodo preparatdrio, o voluntdrio se posicionava no cicloergdmetro,
enquanto os pesquisadores informavam como deveria ser realizado o exercicio e quais as
condi¢Oes para interrompé-lo. Foi dado incentivo verbal em todos os testes.

Ap6s o término do exercicio, o voluntdrio era novamente pesado (apds ser secado o
suor em sua pele) e outra amostra de urina era coletada para verificar seu estado de
hidratagdo.

Durante todos os testes foi permitido aos voluntdrios ingerir dgua ad libitum. Foi
fornecida 4gua em temperatura ambiente em uma garrafa de S00mL, que era pesada antes e
ap6s sua ingestdo em uma balanca digital (Filizola®), com precisdo de 0,02kg, para registro da
massa de dgua ingerida pelo voluntério.

Os seguintes critérios foram considerados para a interrup¢ao de todos os testes:

e (O individuo solicitar o término do exercicio;

¢ O individuo dar nota igual a 20 na escala de percep¢ao subjetiva do esfor¢o;

®* A frequéncia cardiaca ndo se elevar mesmo aumentando a intensidade de
exercicio (exercicio progressivo);

e Os pesquisadores notarem a presenca de sintomas como tontura, confusio,
falta de coordenacdo dos movimentos, palidez, cianose, ndusea, pele fria e

umida.
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5.5. Situacoes experimentais das avaliac¢oes inicial e final

5.5.1. Avaliacao da composicao corporal

Na avaliacdo da composi¢ao corporal, foram medidas a massa corporal, a estatura e as
dobras cutaneas. A massa corporal (kg) foi medida com os voluntédrios descal¢os e vestindo
apenas um short, utilizando-se uma balanca digital (Filizola®) com precisdo de 0,02kg. A
estatura (cm) foi medida em um estadiometro com precisdo de 0,5cm. As dobras cutaneas
subescapular, triceps, peitoral, subaxilar, suprailiaca, abdominal e coxa foram medidas com
um plicometro (Lange®), graduado em milimetros, de acordo com o protocolo proposto por
Jackson & Pollock (1978). A avaliagdo das dobras cutineas, antes e apds o tratamento, foi

realizada pelo mesmo pesquisador.

5.5.2. Mensuracao do VO;yax

O VOymax foi mensurado (espirometria de circuito aberto) durante a realizacdo de um
exercicio fisico progressivo (ACSM, 1996) utilizando um analisador de gases (K4b%;
Cosmed®), previamente calibrado. O exercicio fisico progressivo (Pacsm) iniciou a uma
intensidade de 50W e teve acréscimos de 25W a cada 2min, até a fadiga, com uma cadéncia
de 50 rotagdes por minuto (rpm).

Todas as varidveis respiratorias foram avaliadas continuamente ao longo do teste e
analisadas a cada 30s. A frequéncia cardiaca foi anotada a cada minuto e no momento da
fadiga. Além disso, a percepcdo subjetiva de esforco foi avaliada ao final de cada estdgio
através de uma tabela de 15 pontos, sendo 6 o mais fécil e 20 o mais dificil (Borg, 1982).

O VO; do dltimo minuto de exercicio (consumo de oxigénio pico) foi considerado
como 0 VOyvax. A poténcia maxima (POTyax) foi calculada de acordo com a equacgdo

proposta por Kuipers et al. (1985):

POTyax = W1 + (W2 et/120)
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Em que, W1 € a poténcia correspondente ao ultimo estigio completo, W2 € a poténcia
correspondente ao incremento de carga de cada estdgio e t € o tempo em segundos de duragdo

do estdgio incompleto.

5.5.3. Identificacao do limiar anaerdébio individual

A intensidade identificada pelo método LAI foi utilizada como intensidade inicial para
a primeira tentativa de determinacdo da MFEL. Foi realizado um exercicio progressivo
(PROG¢ A1) com intensidade inicial de 60W e incrementos de 15W a cada 3min até a fadiga a
uma cadéncia de 60rpm (DeBarros, 2007).

Foram coletadas amostras de 30uL de sangue do lobo da orelha antes do inicio do
exercicio, nos 15s finais de cada estdgio, no momento da fadiga e nos minutos 1, 3,5 e 10 da
recuperagdo, para posterior anélise da lactatemia e identificacdo da intensidade de exercicio
correspondente ao LAI. A FC foi anotada a cada minuto e no momento da fadiga e a PSE foi
registrada ao final de cada estagio.

Esse método consiste em tracar uma curva com a lactatemia correspondente a cada
estdgio, além dos minutos 1, 3, 5 e 10 de recuperacdo, em fung¢do do tempo de exercicio.
Deve-se tracar uma reta paralela ao eixo das abscissas a partir da concentragdo de lactato do
ultimo estagio em direcao a curva de recuperacdo. A partir do ponto de intersec¢io entre essa
reta e a curva de recuperacdo da lactatemia, tracar uma nova reta, tangente a curva da
lactatemia do exercicio. O LAI foi considerado como o ponto de intersecao entre essa ultima

reta e a curva da lactatemia (ver FIGURA 10, p.52).

5.5.4. Determinacao da MFEL

A MFEL foi identificada através da realizacdo de exercicios submaximos de
intensidade constante com dura¢do de 30min e cadéncia de 60rpm. A primeira intensidade de
exercicio escolhida na avaliacdo inicial foi aquela correspondente ao LAI, identificada
durante a realizacdo do PROGy 4;. Na reavaliacdo, a intensidade da MFEL antes do tratamento
foi utilizada como referéncia para intensidade inicial.

Se durante o primeiro teste um estado estdvel ou uma diminui¢do da lactatemia fosse

observada, a intensidade dos testes subsequentes era aumentada até que o estado estdvel de
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lactato ndo pudesse mais ser observado. Caso a lactatemia durante a realiza¢do do primeiro
teste ndo apresentasse um estado estivel e/ou ocorresse a fadiga do voluntdrio antes do
término do teste, as intensidades subsequentes eram diminuidas. A precisdo dos ajustes de
intensidades foi de 15W.

Foram coletadas amostras de 30uL de sangue do lobo da orelha antes do inicio do
exercicio, a cada Smin e no momento da fadiga (caso ocorresse) para posterior andlise da
lactatemia. A MFEL foi considerada como a mais alta intensidade de exercicio na qual a
lactatemia ndo apresentasse aumento superior a ImM durante os 20min finais de exercicio
(Heck et al., 1985; Beneke, 2003; Billat et al., 2003; Denadai et al., 2004).

A FC foi anotada a cada minuto e a PSE avaliada a cada Smin. A lactatemia assim
como a FC na MFEL foram consideradas a média do décimo ao trigésimo minuto de

exercicio.

5.5.5. Exercicios fisicos realizados na intensidade da MFEL até a fadiga

Os individuos realizaram, antes e apds o tratamento, um exercicio fisico até a fadiga
na intensidade identificada na MFEL (PRE-MFELI1 e POS-MFEL2). No término da avaliacdo
final, foi realizado um exercicio constante com a mesma intensidade absoluta e duragdo
daquele realizado no teste até a fadiga antes do tratamento (POS- MFEL1).

Durante esses testes, foi realizada uma puncao venosa para permitir a coleta de sangue
durante o exercicio para a medida das varidveis sanguineas. Foram retiradas amostras de
sangue antes do inicio do exercicio (Pré), nos minutos 10 e 30 durante o exercicio, no
momento do término do exercicio (Pé6s) e 10, 30 e 60min durante o periodo de recuperagao.
No grupo treinamento, nesses tempos foram avaliados as citocinas, quimiocinas, adipocinas,
fator neurotroéfico e lactato. Nos minutos 10 e 30 foi analisado, apenas, o lactato plasmaético.

Também foram coletadas amostras de 30uL. de sangue do lobo da orelha antes do
inicio do exercicio, a cada 10min e no momento da fadiga para posterior anélise da lactatemia
sanguinea. As varidveis respiratdrias e a frequéncia cardiaca foram avaliadas continuamente e
a percepcao subjetiva do esforco a cada Smin.

No inicio do teste foram acionados dois crondmetros para a medida do tempo total de
exercicio, os quais foram parados no momento da fadiga do voluntario. Nao foi permitido ao
mesmo saber seu tempo de exercicio durante o teste. Apenas ao final do estudo o voluntério

teve acesso aos resultados obtidos durante o experimento.
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5.5.5.1. Pungdo venosa e coleta de amostras de sangue

A puncdo venosa foi realizada com o objetivo de cateterizar uma veia da regidao do
antebraco do voluntirio para a obtencdo de amostras de sangue venoso. Todos os
procedimentos foram baseados nas recomendag¢des da Sociedade Brasileira de Patologia
Clinica/Medicina Laboratorial (SBPC/ML, 2005).

Para a puncdo, utilizou-se um catéter Angiocath® (BD - Becton Dickinson, 22G,
EUA). Apds o procedimento de puncgdo, foi conectado um extensor de equipo com prime
reduzido e 20cm de comprimento (EqFlex, Brasil) ao catéter, e as amostras de sangue foram
coletadas através de um adaptador luer para coletas multiplas de sangue a vacuo (Venoject
MN2000T, Terumo Corporation, Japao). O catéter foi fixado com uma fita adesiva estéril
(OpSite® Flexigrid, Smith and Nephew Medical Ltda, Inglaterra) e fitas hipoalergénicas
(Transpore®, 3M do Brasil Ltda., Brasil).

Com o objetivo de manter o acesso venoso e impedir a coagulacdo de sangue no
catéter, injetou-se 1mL de solucdo de heparina sédica a 6% apds cada coleta de sangue e/ou a
cada 15min (tempo determinado em estudo piloto). A solu¢do de heparina foi preparada
adicionando-se 0,6mL de heparina (5000UI/mL) a 9,4mL de dgua destilada para injecdo
(estéril).

As coletas de sangue foram realizadas utilizando-se tubos a vacuo de 4mL contendo
anticoagulante (EDTA - &cido etilenodiamino tetra-acético) para a andlise das citocinas,
quimiocinas, adipocinas e fator neurotréfico e outro contendo um antiglicolitico (fluoreto de
sodio — inibidor da enzima enolase na via glicolitica) para avaliacdo do lactato
(Vacuette®,Greiner Bio-One Brasil, Brasil). Antes de cada coleta de sangue, um tubo a vacuo
de 3mL (EDTA, BDVacuette®, Greiner Bio-One Brasil, Brasil) foi inserido no catéter para
descarte da solucdo de heparina e o volume de sangue adjacente ao catéter, que estava
contaminado com a solucdo de heparina. Evitou-se, assim, uma possivel interferéncia da
solucdo de heparina sobre os resultados das dosagens realizadas posteriormente.

Durante o exercicio, o acesso venoso era verificado constantemente, na tentativa de
evitar complicagdes como flebite, dor e hematomas.

As amostras de sangue foram coletadas nos seguintes momentos: imediatamente antes
do inicio do exercicio (Pré) (aproximadamente 15min apds o procedimento de puncdo), nos
minutos 10 e 30 de exercicio, no momento do término do exercicio (Pds) e 10, 30 e 60min

durante o periodo de recuperacao.
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5.5.5.2. Processamento do sangue

Apo6s a coleta da amostra de sangue 500uL de sangue total foram utilizados para a
dosagem de hemoglobina e anélise do hematdcrito e em seguida o tubo era centrifugado por
10min a 3400rpm e 4°C (Sigma Laborzentrifugen 2k15, Alemanha) para obtencdo do plasma.
Na sequéncia, o plasma foi separado em aliquotas, que foram imediatamente armazenadas no
freezer a -20°C, para posterior determinacao da concentracao de citocinas, adipocinas, BDNF

e lactato.

5.6. Variaveis mensuradas durante todos os testes

Intensidade de exercicio fisico: A intensidade de exercicio corresponde a poténcia

desenvolvida no cicloergdémetro em todos os testes realizados.

Frequéncia cardiaca: A FC, em batimentos por minuto (bpm), foi mensurada continuamente e

registrada a cada minuto durante todas as situagdes experimentais, utilizando um monitor
cardiaco (Team System, Polar®). A frequéncia cardiaca méaxima (FCyax) foi considerada

como a maior FC identificada durante o Pacsy.

Percepcdo subjetiva do esforco: A PSE foi avaliada no final de cada estagio do Pacsm €

PROG 4| € a cada cinco minutos durante os testes para identificar a MFEL e no exercicio até
a fadiga, utilizando uma escala de 15 pontos, sendo 6 o mais facil e 20 o mais dificil (Borg,

1982).

Tempo total de exercicio fisico: O tempo total de exercicio corresponde ao tempo que o

voluntario permaneceu em cada teste. Um crondmetro foi acionado no inicio e no final do

exercicio, obtendo-se assim esse tempo.

Varidveis respiratdrias: O VO,, producdo de diéxido de carbono (VCO,), ventilagdo minuto

(VE) foram medidos continuamente através de um espirdmetro (K4b2; Cosmed®), respiracao-
a-respiracdo (breath-by-breath), calibrado antes do inicio de cada teste. Durante o teste até a

fadiga, foram registrados os momentos que ocorreram a ingestdo de 4dgua (ingestdo ad
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libitum), os quais foram descartados da andlise. Além disso, os voluntdrios ndo realizaram
ingestdo de dgua durante os momentos de coleta das varidveis sanguineas. Todos os dados

foram analisados em intervalos de 30s.

Densidade urindria: A densidade urindria foi medida antes e apds a realizacdo de todos os

testes para verificar o estado de hidratacdo dos voluntdrios (Armstrong, 2000). Para essa
medida, os voluntdrios foram orientados a coletar a urina em recipiente descartivel e essa foi

medida por um refratdmetro (Uridens®, Brasil) devidamente calibrado.

Condi¢des ambientais: A temperatura ambiente € URA foram monitoradas durante todas as

situacdes experimentais por um psicrometro (Alla France, Franca) e mantidas entre 20 e 24°C

e de 50 a 70% URA.

5.7. Variaveis relacionadas as coletas sanguineas — punc¢io venosa

Variagcdo percentual do volume plasméitico (%AVP): foi calculada pelos procedimentos

descritos por Dill & Costill (1974), utilizando-se as andlises da hemoglobina e hematdcrito. O
hematdcrito foi medido, em triplicata, através do método micro hematdcrito: trés capilares
foram preenchidos com sangue (3/4 do capilar), um dos lados foi vedado com uma massa para
tal finalidade e em seguida esses foram centrifugados em uma micro-centrifuga (Sigma 1-15)
a 12.000rpm por S5min. O percentual de volume plasmatico foi entdo avaliado em
porcentagem através de uma tabela especifica de micro hematdcrito. A concentracdo de
hemoglobina foi determinada, em triplicata, através de um método enzimético colorimétrico
utilizando um kit para dosagem de hemoglobina (Hemoglobina, Labtest, Brasil). Para leitura
da absorbancia das amostras foi utilizado um espectofotometro (Celm E210D) ajustado para

um comprimento de onda de 540nm.

Lactatemia: amostras de sangue (30uL) foram coletadas do lobo da orelha dos voluntérios e
armazenadas em tubos contendo 60uL de fluoreto de sédio (NaF) a 1% durante a realizac@o
dos seguintes testes: progressivos (LAI e VOyumax) € testes para identificar a MFEL (para
avaliacdo do lactato sanguineo). E nos exercicios: PRE-MFEL e POS-MFEL foram coletadas

amostras em tubos a vacuo contendo antiglicolitico (para andlise do lactato plasmatico). As
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concentracdoes sanguineas e plasmdticas de lactato foram determinadas por método

eletroenzimdtico (YSL 1500 SPORT, Yellow Springs, OH, EUA).

Citocinas, adipocinas e BDNF (apenas no grupo treinamento): As concentragdes plasmaticas

de citocinas, adipocinas e do BDNF foram mensuradas usando a técnica de ELISA sanduiche
(enzyme-linked immunosorbent assay, DuoSet, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). A
cada poco foram adicionados 100uL de anticorpo monoclonal (de captura) contra TNF-q,
sTNFR1, sTNFR2, leptina, resistina, adiponectina € BDNF (R&D Systems) diluidos em PBS
1X contendo 0,1% de albumina sérica bovina — BSA (SIGMA) sendo essas placas incubadas
por 12h a 4°C. Os anticorpos nao absorvidos pelas placas foram descartados, por inversdo e
sucessivas lavagens com tampao de lavagem (Tween 0,1% em PBS 1X). As placas foram,
entdo, incubadas com 200uL / poco do tampao de bloqueio, contendo PBS 1X - BSA 1%,
durante duas horas em temperatura ambiente. Em seguida, as placas foram novamente lavadas
com tampao de lavagem.

As amostras e os padrdes foram diluidos (em diluente de amostras: BSA 0,1% em PBS
1X) e aplicou-se 100uL para cada pogo. Foi efetuada a incubagdo da placa por 12h a 4°C. Os
anticorpos secundarios (de detec¢do), apds a lavagem dos pogos, foram diluidos em PBS 1X-
BSA 0,1% e acrescentados as placas (100uL / poco). As placas foram incubadas por duas
horas em temperatura ambiente. Posteriormente, as placas foram lavadas com o tampao de
lavagem. Finalmente, 100uL de estreptavidina ligada a peroxidase diluida em PBS 1X — BSA
0,1% foram adicionadas as placas e as mesmas foram mantidas em temperatura ambiente por
30min. As placas foram lavadas novamente com o tampao de lavagem.

Em seguida, foram adicionadas as placas 100uL / poco da solucdo reveladora [o
cromoégeno utilizado foi o OPD (0-phenylenediamine — SIGMA)] na dilui¢do de 4mg para
10mL de tampao citrato. No momento da aplicacdo dessa solugdo nos pocos, foram
adicionados 2uL /placa de H,O, 30 volumes como substrato da peroxidase. Apds 20min de
incubac@o na auséncia de luz e em temperatura ambiente, a reacdo foi interrompida pela
adicado de 50uL de solucao “stop” (H,SO4 1M) por poco. A leitura da intensidade de
marcacgdo foi realizada em leitor de ELISA utilizando-se o comprimento de onda de 490nm
(SOFTmaxPro — versdo 2.2.1).

Para a determinacdo das concentracdes de IL-6, IL1-f e IL-10 foram usados kits de

alta sensibilidade (Quantikine®HS: High Sensitivity ELISAs, R&D Systems, Minneapolis,
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MN, USA). Esse ensaio, também, emprega a técnica de ELISA sanduiche (enzyme-linked

immunosorbent assay).

IL-6: O anticorpo monoclonal foi pré-revestido em uma microplaca. A cada poco
foram adicionados 100puL de solugdo diluente dos anticorpos. Depois foram
adicionados 100uL dos padrdes e das amostras em cada poco e entdo, a placa foi
incubada por duas horas em temperatura ambiente. Posteriormente, a placa foi lavada
por seis vezes. Foram adicionados 200uL da solucdo contendo o anticorpo policlonal
(acoplado a uma enzima) em cada poco e incubou-se a placa por duas horas em
temperatura ambiente. Lavou-se, novamente, a placa por seis vezes. Adicinou-se SOuL
de solucdo substrato contendo NADPH em cada pogo e a placa foi incubada por
60min em temperatura ambiente. Apds, foram adicionados S0uL de solugdo
amplificadora e a placa foi incubada por mais 30min em temperatura ambiente (a cor
se desenvolveu em proporcdo a quantidade de IL-6 ligada na etapa inicial).
Finalmente, a reacdo foi interrompida pela adi¢do de SOuUL da solug¢do “stop” (H,SOq4
2N) e a intensidade da cor foi medida a 490nm em leitor de ELISA (SOFTmaxPro —

versdo 2.2.1).

IL-1B: O anticorpo monoclonal foi pré-revestido em uma microplaca. A cada poco
foram adicionados 100puL de solugdo diluente dos anticorpos. Depois foram
adicionados 150uL dos padrdes e das amostras em cada poco e entdo, a placa foi
incubada por trés horas em temperatura ambiente. Posteriormente, a placa foi lavada
por seis vezes. Foram adicionados 200uL da solucdo contendo o anticorpo policlonal
(acoplado a uma enzima) em cada poco e incubou-se a placa por duas horas em
temperatura ambiente. Lavou-se, novamente, a placa por seis vezes. Adicinou-se SOuUL
de solucdo substrato contendo NADPH em cada pogo e incubada por 60min em
temperatura ambiente. Apds, foram adicionados SOUL de solugdo amplificadora e a
placa foi incubada por mais 30min em temperatura ambiente. Finalmente, a reacdo foi
interrompida pela adi¢do de 50uL da solugdo “stop” (H,SO4 2N) e a intensidade da
cor foi medida a 490nm em leitor de ELISA (SOFTmaxPro — versao 2.2.1).

IL-10: O anticorpo monoclonal foi pré-revestido em uma microplaca. A cada poco
foram adicionados 100uL de solu¢do diluente dos anticorpos. Depois foram

adicionados 200uL dos padrdes e das amostras em cada pogo e entdo, a placa foi
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incubada por duas horas em temperatura ambiente. Posteriormente, a placa foi lavada
por seis vezes. Foram adicionados 200uL da solucdo contendo o anticorpo policlonal
(acoplado a uma enzima) em cada poco e incubou-se a placa por duas horas em
temperatura ambiente. Lavou-se, novamente, a placa por seis vezes. Adicinou-se SOuL
de solucdo substrato contendo NADPH em cada pogo e a placa foi incubada por
60min em temperatura ambiente. Apds, foram adicionados S0uL de solucdo
amplificadora e a placa foi incubada por mais 60min em temperatura ambiente.
Finalmente, a reacdo foi interrompida pela adi¢do de SOuL da solucdo “stop” (H,SOq4
2N) e a intensidade da cor foi medida a 490nm em leitor de ELISA (SOFTmaxPro —

versao 2.2.1).

Quimiocinas (apenas no grupo treinamento): Para as andlises, as amostras de plasma foram

descongeladas e o excesso de proteinas foi removido pela precipitacdo dcido / sal (Alessandri
et al., 2006 ; Sousa et al., 2008). Resumidamente, volumes semelhantes de soro e 1,2% de
acido trifluoracético / 1,35M NaCl foram homogeneizados e deixados em temperatura
ambiente por 10min. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas durante Smin a
10.000rpm. Os sobrenadantes foram utilizados para a determinac¢do das concentracdes das
quimiocinas.

As concentracdes plasmdticas das quimiocinas foram mensuradas usando a técnica de
ELISA sanduiche (enzyme-linked immunosorbent assay, DuoSet, R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA). A cada pog¢o foram adicionados 100puL de anticorpo monoclonal (de
captura) contra CXCL10/IP-10, CCL2/MCP-1 e CXCLS/IL-8 (R&D Systems) diluidos em
PBS 1X contendo 0,1% de albumina de soro bovino — BSA (SIGMA) sendo essas placas
incubadas por 12h a 4°C. Os anticorpos ndo absorvidos pelas placas foram descartados, por
inversdo e sucessivas lavagens com tampao de lavagem (Tween 0,1% em PBS 1X). As placas
foram, entdo, incubadas com 200uL / po¢o do tampao de bloqueio, contendo PBS 1X - BSA
1% durante duas horas em temperatura ambiente. A seguir, as placas foram novamente
lavadas com tampao de lavagem.

As amostras e os padrdes foram diluidos (em diluente de amostras: BSA 0,1% em PBS
1X) e aplicados em um volume de 100uL para cada poco. Foi efetuada a incubagdo da placa
por 12h a 4°C. Os anticorpos secundérios (de detec¢do), apés a lavagem dos pocos, foram
diluidos em PBS 1X — BSA 0,1% e acrescentados as placas (100uL / pogo). As placas foram

incubadas por duas horas em temperatura ambiente. Posteriormente, as placas foram lavadas
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com o tampao de lavagem. Finalmente, 100uL de estreptavidina ligada a peroxidase diluida
em PBS 1X — BSA 0,1% foram adicionadas a cada pogo das placas e as mesmas foram
mantidas em temperatura ambiente por 30min. As placas foram lavadas novamente com o
tampao de lavagem.

Em seguida, foram adicionadas as placas 100uL / poco do substrato [0 cromdgeno
utilizado foi o OPD (0-phenylenediamine — SIGMA)] na diluicio de 4mg para 10mL de
tampao citrato. No momento da aplicacdo dessa solu¢do nos pocos, foram adicionados 2uL
/placa de H,0;, 30 volumes como catalisador da reacdo. Apds 20min de incubacdo em
auséncia de luz e em temperatura ambiente, a reagdo foi interrompida pela adicdo de SOuL de
solucdo “stop” (H,SO4 1M) por poco. A leitura da intensidade de marcagao foi realizada em
leitor de ELISA utilizando-se o comprimento de onda de 490nm (SOFTmaxPro — versdo

2.2.1).

Células - Coleta do sangue e obtengdo do PBMC: Antes e depois do periodo de tratamento,

as células foram obtidas a partir do sangue periférico dos voluntdrios. Para tanto, 10mL do
sangue venoso periférico foram recolhidos em tubos Vacutainer® contendo heparina sddica e
centrifugados sobre gradiente de Ficoll (Ficoll- Paque™Plus, GE Healhcare Bio- Science
AB). O anel de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) formado foi recolhido e
as células foram contadas em camara de Neubauer® utilizando o corante intravital azul de
Tripan.

e (Congelamento e descongelamento de PBMC:

O procedimento de congelamento das células foi realizado dentro do fluxo laminar.
Apés a separagdo pelo gradiente de Ficoll, as células (ja contadas) foram centrifugadas a
1200rpm por 10min a 4°C. Apds centrifugacdo, as células foram ressuspendidas em volume
de solugdo A (meio RPMI + 10% soro humano inativado) com a concentracdo final de
1.10"/mL. Depois foram colocados 500uL das células em solugio A em tubos de
criopreservacao e acrescentou-se lentamente 500uL de solu¢do B (meio RPMI + 10% soro
humano inativado + 10% DMSO - dimetilsulf6xido). Os tubos foram armazenados a -70°C.

O processo de descongelamento consistiu na retirada dos tubos de criopreservacao,
contendo as células, do freezer -70°C e em seguida, o criotubo foi descongelado em banho-
maria a 37°C, e o volume do criotubo foi transferido para um tubo falcon contendo 40mL do
meio RPMI gelado e esse foi centrifugado a 1200rpm por 10min, a 4°C. Apds centrifugacao,
o meio RPMI foi vertido e o sedimento ressuspendido, repetindo a lavagem das células com

40mL do meio RPMI gelado e novamente, centrifugado a 1200rpm por 10min, a 4°C. Depois



69

da dltima centrifugac@o o meio RPMI foi vertido e o sedimento formado foi ressuspendido em
500uL de PBS 1X.

Estudos fenotipicos por citometria de fluxo (FACS):

Os anticorpos monoclonais de superficie conjugados com isotiocianato de fluoresceina
(FITC), ficoeritrina (PE), ou cychrome (Cy): anti-CD3, anti-CD4, anti-CDS8, anti-CD14, anti-
CD25, anti-CD56 e anti-CD69 foram diluidos em solu¢do: 50% de Wash B (PBS 1X, 0.5% de
BSA, 2mM de azida) + 50% de PBS 1X. Entao, 20uL/po¢o dos anticorpos foram colocados
em placa de fundo em “U” de 96 pogos, de acordo com o desenho experimental. Em seguida,
as células foram adicionadas aos pogos nas concentracdes de 5x10° (50uL) e de 1x10°
(100uL), para as marcagdes de superficie e intracelulares, respectivamente.

Marcacao das células: Depois de adicionados os anticorpos de superficie, a placa foi
incubada por 30min a 4°C. Apds esse periodo, foram adicionados 150uL de PBS 1X gelado
em cada poco e, entdo, a placa foi centrifugada por 8min, a 1300rpm a 4°C. As células foram
ressuspendidas em 100uL de PBS 1X e foram adicionados 100uL de formaldeido 4% em
cada pogo e a placa foi incubada por 20min em temperatura ambiente. Para os pogos apenas
com marcadores de superficie (anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8 e anti-CD69) as células foram
transferidas para os tubos FACS. Depois da incubagdo, a placa contendo os pogos com células
para marcacdo intracelular foi centrifugada por 8min, a 1300rpm, a 4°C. Posteriormente,
foram adicionados 150uL de Wash B, e entdo, centrifugou-se a placa por 8min, a 1300rpm, a
4°C. As células foram ressuspendidas em 150ul de Permeabilization Buffer (Wash B + 0.5%
de saponina - SIGMA) em cada poco e deixada em temperatura ambiente por 10min, e entdo,
centrifugada por 8min, a 1300rpm, a 4°C. Posteriormente, foram adicionados 20uL dos
anticorpos anti-citocinas: IFN-y, IL-6 e IL-10 (inclusive o controle negativo IgG1-PE)
diluidos em Permeabilization Buffer em cada poco e incubados por 30 a 45min em
temperatura ambiente. Depois, foram acrescentados 150ul. de Permeabilization Buffer,
centrifugou-se 8min, a 1300rpm, 4°C. Novamente, foram adicionados 150uL de
Permeabilization Buffer em cada pogo e centrifugada por 8min, a 1300rpm, 4°C. Por dltimo,
as células foram ressuspendidas com 200uL. de Wash B e transferidas para os tubos FACS.
As amostras foram mantidas a 4°C até a aquisicdo em citometro de fluxo (FACScan —
BECTON DICKINSON, USA). O anticorpo anti-FOXP3 foi marcado seguindo o protocolo
de marcacdo intracelular (descrito acima), uma vez que € um fator de transcricao celular.

A viabilidade celular e pureza das subpopulagdes obtidas foram confirmadas por
citometria de fluxo. Foi realizada a avaliacdo do perfil celular da amostra, com relacao ao

tamanho e a granulosidade das células. Para a aquisi¢do, armazenamento e andlise dos dados
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referentes a resposta celular foi empregado um citdmetro de fluxo (FACScan, Becton
Dickinson, USA), equipado com sistema de computador contendo o software CellQuest®. As
populacdes de linfocitos foram selecionadas em graficos de tamanho versus granulosidade. A
identificacdo da populacdo celular de interesse foi confirmada através dos graficos de
intensidades de fluorescéncias. A sequéncia de procedimentos adotados para a andlise dos
dados obtidos por citometria de fluxo estd representada na FIGURA 14. Inicialmente,
seleciona-se a populacdo de interesse, no caso deste estudo, os linfocitos e os mondcitos.
Grifico dot plot de FSC e SSC foram construidos e os linfécitos e os mondcitos identificados
foram selecionados em regides R1a (linfocitos) e R1b (mondcitos). A partir dessa selecao, foi
analisada a intensidade de fluorescéncia dos marcadores de interesse ligados aos anticorpos
conjugados. Gréficos de distribui¢ao puntual de fluorescéncia e selecao da regido de interesse
- R2 foram construidos. A intensidade dos fluorocromos foi medida a partir dos diferentes
comprimentos de ondas emitidos pela excitacdo dos mesmos e captados pelos trés tipos de
canais fotomultiplicadores presentes no citometro (FL1, FL2 e FL3). A frequéncia em

percentual das células foi confirmada em gréficos de histograma com selecao da regido M1.
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Figura 14. Exemplo de graficos dot plot e histograma ilustrativos utilizados em uma anélise de

citometria de fluxo de um voluntdrio do presente estudo.
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5.8. Analise estatistica

Inicialmente, foi verificada a normalidade de distribuicdo dos resultados através do
teste de Ryan-Joiner e também a homocedasticidade pelo teste de Levene.

A andlise das varidveis antes e apds o tratamento foi realizada por meio da andlise de
variancia com dois fatores de variacio (ANOVA two way) - tratamento
(treinamento/controle) e situacdo (antes e apds o tratamento). Quando necessario o post hoc
de Student-Newman-Keuls foi utilizado. A PSE néo obteve distribuicdo normal.

Nos parimetros avaliados no grupo treinamento, para a andlise entre PRE-MFELI,
POS-MFEL1 e POS-MFEL2 foi utilizada a ANOVA one way (fator: situacio) com medidas
repetidas. As citocinas, quimiocinas, adipocinas ¢ o BDNF ndo apresentaram distribui¢do
normal. Entretanto, as varidveis IL-6 e BDNF apds a transformacao logaritmica, obtiveram
distribuicao normal. Desse modo, a avaliacdo da IL-6 (log) e do BDNF (log) consistiu na
ANOVA two way (fatores: situa¢do e tempo) com medidas repetidas. Quando necessario o
post hoc de Student-Newman-Keuls foi utilizado.

A PSE na MFEL antes e apds o tratamento foi analisada utilizando os testes nio
paramétricos de Wilcoxon (dados pareados — intra-grupo) e Mann-Whitney (dados ndo
pareados — inter-grupos). Na andlise da PSE no grupo treinamento nos exercicios PRE-
MFELI, POS-MFELI e POS-MFEL?2 foi utilizado o teste de Friedman (dados pareados -
intra-grupo). As citocinas (exceto a IL-6), quimiocinas, adipocinas foram analisados pelo teste
de Friedman (medidas repetidas — intra-grupo).

Para testar a associacdo entre as varidveis foi utilizada a correlacdo de Pearson
(paramétrico — log de IL-6 e de BDNF) e a correlacdo de Spearman (demais citocinas,
quimiocinas e adipocinas).

O nivel de significancia adotado foi a = 5% (P<0,05).

Os resultados da andlise paramétrica foram apresentados como média + erro padrao da
média, exceto a IL-6 e o BDNF que foram apresentados em mediana. Os parametros
analisados de modo ndo-paramétrico foram apresentados em mediana.

Foram utilizados os pacotes estatisticos SigmaStat 3.5 e Statistica 7.0 para andlise dos

dados.
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6. RESULTADOS

6.1. Variaveis de controle

Em todos os exercicios fisicos realizados, foi mantido um ambiente temperado com
temperatura média de 21,8+0,02°C e URA de 64+2% e todos os individuos iniciaram os testes
euidratados (gravidade especifica da urina < 1030 g.mL™).

Além disso, ndo foi encontrada diferenca significativa no percentual de desidratacao
dos voluntdrios entre as situagdes e os grupos GT (1,5+0,2; 1,6+0,8 e 1,7+0,2%; para PRE-
MFELL; POS-MFELI e POS—MFEL2, respectivamente) e GC (1,1£0,2 e 1,3+0,2% para
PRE-MFELI e POS) durante os exercicios fisicos na intensidade da MFEL.

6.2. Treinamento aerobio

6.2.1. Periodo de treinamento

Todos os individuos do GT completaram as seis semanas e/ou as 18 sessdes de
treinamento aerdbio. Devido a algumas faltas e/ou feriados, alguns voluntdrios completaram
as 18 sessoes de treinamento em um periodo maior do que o previsto (entre 6 e 7 semanas).
Contudo nenhum voluntério realizou menos de dois treinamentos em uma mesma semana € o

tempo médio de treinamento foi de 6,2+0,1 semanas.

6.2.2. Treinamento e caracteristicas da amostra

Antes e apds o periodo de tratamento, ndo foram encontradas diferencas na massa

corporal e percentual de gordura entre os dois grupos (TABELA 3).
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TABELA 3. Massa corporal e percentual de gordura (% gordura) dos grupos
controle e treinamento antes (PRE) e apds (POS) o periodo de tratamento.

Massa Corporal

Grupo Situacao n % Gordura
p & (kg) ‘
PRE 70,1£3.5 142422
CONTROLE POS 8 70,74+3,3 14,0423
PRE 72,9419 15,1+1,7
TREINAMENTO POS 13 72.3+1,7 14,0+1,5

6.2.3. Treinamento e FC, VO2ymax € POTyiax

Os resultados da frequéncia cardiaca antes e apds o periodo de tratamento estdo
apresentados na TABELA 4. Em nenhum dos grupos foi observada alteracdo da frequéncia

cardiaca de repouso (FCggp) € a frequéncia cardiaca méxima (FCyax) apds o tratamento.

TABELA 4. Frequéncia cardiaca de repouso (FCggp) € maxima (FCyax) dos
grupos treinamento e controle antes e apds o periodo de tratamento.

Variavel Grupo PRE POS
FChrep CONTROLE 5843 5542
(bpm) TREINAMENTO 5743 5643
FCuiax CONTROLE 185+4 18145
(bpm) TREINAMENTO 18742 18342

Apés o tratamento, o GT apresentou um aumento significativo de 11,242,0% do
VOomax relativo (FIGURA 15) e de 10,3+2,2% do VOymax absoluto, indicando adaptacodes
decorrentes do treinamento aerébio. Ao final do tratamento, o GT apresentou valores de

VO,max maiores (P<0,01) do que aqueles observados no GC.
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FIGURA 15. Consumo maximo de oxigénio dos grupos
controle (GC) e treinamento (GT), antes (PRE) e apods (P()S)
o periodo de tratamento.

##P<0,01 para diferenca entre PRE e POS tratamento para o
mesmo grupo; * P<0,01 para diferenca entre os grupos.

ApO6s o treinamento aerébio, o GT teve aumento de 14,7+2,5% na POTyax. Ao final
do tratamento, o GT apresentou valores de POTyax maiores (P<0,01) do que aqueles

observados no GC (FIGURA 16).
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FIGURA 16. Poténcia mdxima dos grupos controle (GC) e
treinamento (GT), antes (PRE) e apos (P()S) o periodo de
tratamento.

##P<0,01 para diferenca entre PRE e POS tratamento para o
mesmo grupo; *'P<0,01 para diferenca entre os grupos.

6.2.4. Treinamento e MFEL

Antes do periodo de treinamento aerdbio, para determinacio da MFEL foram
utilizados de 2 a 5 testes, e de 2 a 3 testes apds o periodo de tratamento.

Nao foram observadas diferencas significativas, entre os grupos, antes do periodo de
tratamento (PRE—MFELl) na intensidade de exercicio, lactatemia, FC, PSE e VO, na MFEL.
Ap6s o periodo de tratamento (POS-MFEL2) foi observado um aumento da intensidade
(POT) de exercicio correspondente a MFEL apenas no GT, contudo nido foram observadas
alteracdes na lactatemia, FC, VO, e PSE em ambos os grupos, em relacdo ao PRE-MFEL1
(TABELA 5).
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TABELA 5. Intensidade de exercicio (POT), lactatemia, frequéncia cardiaca (FC), percepgao
subjetiva de esforco (PSE), consumo de oxigénio (VO,) e percentual do consumo méiximo de
oxigénio (% VO,uax) € da poténcia maxima (%POTyax) em relacdo a intensidade da méxima fase
estdvel de lactato antes e apds o periodo de tratamento.

Variavel Grupo PRE-MFEL1 POS-MFEL1 POS-MFEL2
POT CONTROLE 139+8 - 137+7
(W) TREINAMENTO 15048 1508 171+7*

CONTROLE 64+3 - 6342

%POTpMAx o

TREINAMENTO 69+3 5942 68+2
, CONTROLE 5,405 - 6,4+0,6
Lactatemia &
TREINAMENTO 6,420,5 4,1+0,3 6,4+0,4
FC CONTROLE 15545 - 16245
(bpm) TREINAMENTO 158+4 147+3% 15743
PSE CONTROLE 15 - 16
TREINAMENTO 15 11% 14
VO, CONTROLE 34,9423 - 32,8+1,9
(mLekg'emin") TREINAMENTO! 35,0+1,4 33,2+1,6 37,2+1,3
CONTROLE 77,1+4,4 - 74,7+1,7
%V O2max 1 "
TREINAMENTO 78,242.8 66,1+3,0 75,942,1

Sendo, PRE-MFELI: exercicio fisico até a fadiga na intensidade da MFEL no pré-treinamento;
POS-MFELI1: apés treinamento aerébio, exercicio fisico na intensidade da MFEL e duragdo do pré-
treinamento; POS-MFEL2: apds treinamento aerébio, exercicio fisico até a fadiga na intensidade
da MFEL do pés-treinamento.

“P<0,05 para diferenca em relagio ao PRE-MFEL1 e POS-MFEL2 para o mesmo grupo; "P<0,05
para diferenca em relagio PRE-MFEL1 e POS-MFEL1 para o mesmo grupo.

'n=12 no POS-MFELI1 e n=11 no POS-MFEL2, para o grupo treinamento (VO, e %V Oypax)-

ApOs o tratamento, o grupo controle obteve MFEL similar a do pré-tratamento. Desse
modo, esses voluntdrios realizaram apenas o POS-MFEL2 depois do periodo de tratamento.

Ja no grupo treinamento, foi observado um aumento da intensidade absoluta (POT) de
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exercicio fisico correspondente a MFEL em relacdo ao pré-treinamento. Além disso, o
exercicio fisico POS-MFEL2 representou intensidade relativa similar ao PRE-MFELL.
Entretanto, quando esses participantes realizaram um exercicio fisico, apds o periodo de
treinamento aerébio, na intensidade da MFEL do pré-treinamento (POS—MFELl), essa
representou um menor %POTyax € menor %VOyuax em relacio a situagdo pré-treinamento
(PRE-MFELL1) e ao POS-MFEL?2. Nessa situacio, também foi observada menor %POTyx.
lactatemia, FC, PSE e %VOomax (TABELA 5).

Em suma, o exercicio fisico agudo: POS-MFELLI representou a mesma intensidade
absoluta e menor intensidade relativa em relacio ao PRE-MFELI, enquando que, o POS-
MFEL?2 apresentou intensidade absoluta maior e intensidade relativa similar ao exercicio

fisico agudo realizado no pré-tratamento.

6.2.5. Treinamento e tempo de exercicio fisico constante na MFEL

Nao foi encontrada diferenca significativa entre o tempo de exercicio fisico até a
fadiga na intensidade da MFEL antes e apés o tratamento (PRE-MFEL1 e POS-MFEL2). No
grupo treinamento, o tempo de exercicio do POS-MFELI foi estipulado o mesmo do PRE-
MFELI, o qual ndo foi até a fadiga. E no grupo controle, como a duracdo e intensidade no
POS-MFEL?2 foram similares as do PRE-MFEL os voluntdrios nio realizaram o POS-MFELI1
(TABELA 6).
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TABELA 6. Tempo de exercicio fisico agudo (minutos) na intensidade da
méxima fase estdvel de lactato.

Grupo PRE-MFEL1 POS-MFEL1 POS-MFEL2
CONTROLE 63,1485 - 56,8+4,6
TREINAMENTO 71,9475 71,947,5 65,4+7,0

Sendo, PRE-MFEL1: exercicio fisico até a fadiga na intensidade da MFEL
no pré-treinamento; POS-MFELLI: apos treinamento aerdbio, exercicio fisico
na intensidade da MFEL e duragdo do pré-treinamento; POS-MFEL2: apés
treinamento aerdbio, exercicio fisico até a fadiga na intensidade da MFEL do
pOs-treinamento.

n=12 no grupo treinamento

6.3. Leucocitos circulantes

6.3.1. Analise imunofenotipica de células T reguladoras

Nos individuos fisicamente ativos nao havia diferenca entre os grupos controle e
treinamento, tanto para os linfécitos CD4'CD25%, quanto para os de marcagio
CD4"CD25"FOXP3". Apés o treinamento aerébio foi observado uma estabilidade intergrupos
nesses parametros.

O treinamento aerébio nao influenciou o percentual das células T ativadas

(CD4'CD25") e de reguladoras (CD4"CD25"FOXP3™) nos sujeitos treinados (TABELA 7).

TABELA 7. Andlise imunofenotipica de linfécitos antes (PRE) e apos (POS) o

tratamento.
Variavel n Grupo PRE POS
CD4*CD25" 8 CONTROLE 1,31+0,37 1,32+0,18
(%) 11  TREINAMENTO  0,73+0,12 1,02+0,12

CD4'CD25'FOXP3* 8 CONTROLE 22,9345,18 20,2243,76
(%) 11  TREINAMENTO 36,11+7,39 22,1743,26
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6.3.2. Analise imunofenotipica de células T ativadas e exterminadoras naturais

Antes do tratamento o percentual de células T ativadas e exterminadoras naturais, no
repouso, em sangue periférico eram similares entre os grupos. Apds o treinamento aerébio de
seis semanas nao foram observadas diferencas entre os grupos e entre o tratamento para o
percentual das células T ativadas, tanto as CD4" quanto as CD8" e para as células NK (CD3

CD56") (TABELA 8).

TABELA 8. Anélise imunofenotipica de células T ativadas e NK antes (PRE) e
apos (POS) o tratamento.

Variavel N Grupo PRE POS

CD4"CD69" 8 CONTROLE 6,86+1,41  10,03+0,91
(%) 13 TREINAMENTO  5,76+0,90 7,124+0,96

CD8'CD69" 8 CONTROLE 6,59+1,51 4,89+0,86
(%) 13 TREINAMENTO  4,82+0,74 4,31+0,57

CD3 CD56" 8 CONTROLE 13,35£2,50  11,79+1,54
(%) 13 TREINAMENTO  11,39+1,85  8,27+1,51

6.4. Citocinas intracelulares

Algumas citocinas intracelulares foram avaliadas no repouso em sangue periférico. O
treinamento aerébio nao exerceu influéncia no percentual das citocinas intracelulares: IFN-y e
IL-10 em células T (CD4" e CD8") e IL-6 em mondcitos (CD14"), tanto intra quanto
intergrupos. De forma equivalente, foram observados percentuais similares dessas citocinas

totais antes e apds o tratamento, em ambos os grupos (TABELA 9).



TABELA 9. Citocinas intracelulares antes (PRE) e apods (P()S) o tratamento.

2

Variavel N Grupo PRE POS

IFN-y em CD4 total 8 CONTROLE 5,40+1,62 6,27+1,78
(%) 12 TREINAMENTO  7,05+2,25 5,81+0,98

IFN-y em CDS total 8 CONTROLE 7,2743,10 9,48+2,82
(%) 12 TREINAMENTO  10,43+3,25 7,77£1,83

IL-6 em CD14 total 7 CONTROLE 25,86+8,54 13,56+1,05
(%) 11 TREINAMENTO 11,48+1,39&  11,84+1,58

IL-10 em CD4 total 8 CONTROLE 4,42+1,26 6,55+2,11
(%) 13 TREINAMENTO  7,63%2,55 6,80+1,26

IL-10 em CD8 total 8 CONTROLE 5,56+2,16 6,91+2,65
(%) 13 TREINAMENTO  9,09+2,72 8,01£2,17

IFN-y total 8 CONTROLE 2,53+0,84 2,87+0,72

(%) 12 TREINAMENTO 3,48+0,99 2,97+0,65

IL-6 total 8 CONTROLE 9,00+3,30 5,09+0,67

(%) 11 TREINAMENTO  4,06+0,69 5,08+0,78

IL-10 total 8 CONTROLE 2,21+0,68 2,34+0,71

(%) 13 TREINAMENTO  3,57+1,04 3,08+0,53

6.5. Andlises no grupo treinamento

6.5.1. Lactatemia nos exercicios fisicos na intensidade da MFEL: grupo treinamento

80

No grupo treinamento, foi encontrado um aumento da lactatemia plasmatica com o

inicio do exercicio fisico seguido por uma fase estdvel durante o exercicio e uma redu¢do no

periodo de recuperacdo em todas as situacdes (FIGURA 17). Entretanto, no POS-MFELI1 foi

observado que a elevacdo do lactato plasmatico foi menor em relagio ao PRE-MFELLI e POS-
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MFEL2. Isso ocorreu, porque o POS-MFELI foi realizado abaixo da intensidade

correspondente a MFEL nos individuos treinados.

10 —O— PRE-MFEL1
—e— POS-MFEL1
—&— POS-MFEL2

Lactato plasmatico (mM)

Pré 10 30 Pos +10 +30 +60
Tempo (min)
FIGURA 17. Resposta da lactatemia no
grupo treinamento durante o exercicio
fisico na maxima fase estdvel de lactato
antes (PRE) e ap6s (POS MFEL 1 e 2)
o periodo de treinamento aerdbio.
*P<0,05 para diferenca em relagdo ao
repouso (Pré); "P<0,05 em relagdo ao
PRE-MFELI e ao POS-MFEL 2.
n=12 para todas as situagdes.

6.5.2. Mediadores nos exercicios fisicos agudos na intensidade da MFEL: grupo

treinamento

As citocinas, quimiocinas, adipocinas e fator neurotréfico foram avaliados no grupo
treinamento, apenas. O treinamento aerdbio de seis semanas ndo modificou as concentragdes
circulantes de repouso (Pré) para todos os parametros avaliados. Isso foi constatado quando
comparamos os valores de repouso entre o PRE-MFEL1 e POS-MFELI ou entre PRE-
MFELI e POS-MFEL 2 (FIGURAS 18 a 23).
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6.5.2.1. Interleucina-6, interleucina-1beta e fator de necrose tumoral-alfa

No exercicio fisico realizado na intensidade da MFEL do pré-treinamento (PRE-

MFEL1) foram observadas concentracdes plasmaticas elevadas de IL-6 no término (Pds) da

execu¢do do mesmo, permanecendo elevada no periodo de recuperagdo (FIGURA 18).

Ap6s o periodo de treinamento aerdbio, foi constatada a mesma cinética do pré-

treinamento na resposta de IL-6 em ambos os exercicios fisicos na intensidade da MFEL

(POS-MFELI e POS-MFEL?2). Entretanto, no POS-MFELI1 (mesma intensidade absoluta e

duracdo do pré-treinamento) o aumento da concentracdo de IL-6, apds a realizacdo do

exercicio fisico agudo, foi menor em relacio as demais situacdes (PRE-MFEL1 e POS-

MFEL?2) (FIGURA 18).

IL- 6 (pg.mL™)
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PRE-MFEL1 POS-MFEL1 POS-MFEL2

FIGURA 18. Concentracdes plasméticas de interleucina-6 (IL-6) nos momentos pré e
pos-exercicio, 10, 30 e 60min no periodo de recuperacio dos exercicios fisicos realizados
na intensidade da MFEL. Sendo, PRE-MFELI: exercicio fisico até a fadiga na
intensidade da MFEL no pré-treinamento; POS-MFELI1: apds treinamento aerdbio,
exercicio fisico na intensidade da MFEL e duracdo do pré-treinamento; POS-MFEL2:
apoés treinamento aerdbio, exercicio fisico até a fadiga na intensidade da MFEL do poés-
treinamento.

#P<0,05 para diferenca em relacio ao repouso (Pré); “P<0,05 para diferenca em relagio
ao pré-treinamento (PRE-MFEL1); *P<0,05 para diferenca em relagio ao POS-MFELI.

n=12.

Antes do treinamento fisico, foi constatado o aumento do TNF-o uma hora apds o

término do exercicio fisico agudo (Figura 19A) e nenhuma alteracdo na IL-1p (Figura 19B)
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no PRE-MFELI. Esse perfil de resposta permaneceu apés o tratamento (tanto no POS-

MFELI, quanto no POS-MFEL?2).
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FIGURA 19. Concentragdes plasmadticas de (A) fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a);
(B) interleucina-1 beta (IL1-B), nos momentos pré e pds-exercicio, 10, 30 e 60min no
periodo de recuperagdo dos exercicios fisicos realizados na intensidade da MFEL. Sendo,
PRE-MFELI: exercicio fisico até a fadiga na intensidade da MFEL no pré-treinamento;
POS-MFELI: apés treinamento aerdbio, exercicio fisico na intensidade da MFEL e
duracio do pré-treinamento; POS-MFEL2: apés treinamento aerdbio, exercicio fisico até
a fadiga na intensidade da MFEL do pés-treinamento.

*P<0,05 para diferenga em relagdo ao repouso (Pré). n=12.
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6.5.2.2. Receptor soliivel do fator de necrose tumoral alfa — 1 e 2 e interleucina-10

Em uma sessdo de exercicio fisico até a fadiga (PRE—MFELl), nos individuos
fisicamente ativos, foram constatadas concentragdes plasmaticas elevadas de sTNFRI.
Similarmente, apds as seis semanas de treinamento aerdbio foi detectado o aumento das
concentragdes plasmaticas do sSTNFR1 no término do exercicio fisico (POS-MFELI1 e POS-
MFEL2). Entretanto, nos 30 e 60min do POS-MFEL! e nos 60min do POS-MFEL2 as
concentracdes do sTNFR1 foram menores em relacio ao exercicio fisico antes (PRE-MFELI1)
do treinamento aerébio (FIGURA 20A).

No que diz respeito ao STNFR2, foram observadas concentracdes circulantes elevadas
desse marcador nos 30min da recuperagdo apds os exercicios fisicos agudos: PRE-MFELLI e
no POS-MFEL2, entretanto quando o exercicio foi realizado com a mesma intensidade
absoluta do PRE-MFELI ndo houve aumento significativo das concentracdes desse receptor
solivel (FIGURA 20B).

A concentracdo plasmatica da citocina anti-inflamatdria interleucina-10 elevou-se nos
10min da recuperagio dos exercicios fisicos agudos realizados na MFEL (PRE-MFELI1, POS-
MFELI1 e P()S—MFELZ), ou seja, o treinamento aerébio ndo exerceu influéncia sobre esse
parametro. Desse modo, a elevacdo dessa citocina anti-inflamatéria ocorre mesmo quando a

fadiga ndo foi alcancada (POS-MFELI) (FIGURA 20C).
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FIGURA 20. Concentragdes plasméticas de (A) receptor solivel do fator de necrose

tumoral alfa - 1(sTNFRI1); (B) receptor solivel do fator de necrose tumoral alfa — 2
(sTNFR2); (C) interleucina-10 (IL-10), nos momentos pré e pods-exercicio, 10, 30 e
60min no periodo de recuperagdo dos exercicios fisicos realizados na intensidade da
MFEL. Sendo, PRE-MFELI: exercicio fisico até a fadiga na intensidade da MFEL no
pré-treinamento; POS-MFELI1: apds treinamento aerébio, exercicio fisico na intensidade

da MFEL e

duragdo do pré-treinamento; POS-MFEL?2: apds treinamento aerébio,

exercicio fisico até a fadiga na intensidade da MFEL do pés-treinamento. *P<0,05 para
diferenca em relagdo ao repouso (Pré); &P<0,05 para diferenca em relagdo ao pre-
treinamento (PRE-MFEL1). n=12.
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6.5.2.3. Quimiocinas

Os exercicios fisicos agudos, tanto antes do treinamento quanto depois do treinamento
aerébio, promoveram elevagdes das concentracdes plasmaticas de CXCL10/IP-10, detectadas
no momento do término desses exercicios, permanecendo elevado nos 10min da recuperacdo
e voltando a elevar-se nos 60min da recuperacido (FIGURA 21A).

O exercicio fisico até a fadiga na intensidade da MFEL do pré-treinamento (PRE-
MFEL1) nao modificou as concentra¢des sanguineas de CCL2/MCP-1. Entretanto, depois do
treinamento aerébio houve elevacdes das concentragdes dessa quimiocina uma hora apds o
término dos exercicios fisicos agudos: POS-MFEL1 e POS-MFEL2 (FIGURA 21B).

Os exercicios fisicos agudos e cronico nao afetaram as concentragdes circulantes de

CXCLS/IL-8 (FIGURA 21C).
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FIGURA 21. Concentra¢des plasmadticas de (A) proteina-10 induzivel por interferon-
gama (CXCL10/IP-10); (B) proteina quimiotatica de mondcito-1 (CCL2/MCP-1); (C)
interleucina-8 (CXCLS8/IL-8), nos momentos pré e pds-exercicio, 10, 30 e 60min no
periodo de recuperacdo dos exercicios fisicos realizados na intensidade da MFEL.
Sendo, PRE-MFELI1: exercicio fisico até a fadiga na intensidade da MFEL no pré-
treinamento; POS-MFEL1: apds treinamento aerdbio, exercicio fisico na intensidade da
MFEL e duragio do pré-treinamento; POS-MFEL2: apés treinamento aerébio, exercicio
fisico até a fadiga na intensidade da MFEL do pds-treinamento.

*P<0,05 para diferenga em relagdo ao repouso (Pré). n=12.
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6.5.2.4. Leptina, resistina e adiponectina

Antes do treinamento, uma Unica sessdo de exercicio fisico até a fadiga promoveu o
aumento das concentracdes plasmdticas de leptina constatados no término do exercicio, nos
10 e 60min de recuperacio (PRE-MFELI). Entretanto, apds o treinamento aerébio de seis
semanas, o exercicio fisico agudo com a mesma intensidade absoluta e dura¢do do pré-
treinamento ndo promoveu alteragdo significativa nas concentracdes plasmaticas de leptina
em nenhum dos tempos avaliados (POS-MFEL1). Por outro lado, quando os individuos
treinados realizaram o exercicio fisico agudo até fadiga com a mesma intensidade relativa do
pré-treinamento (POS-MFEL2) foi constatado o mesmo perfil de resposta do pré-treinamento
nas concentracdes plasméticas de leptina (FIGURA 22A).

Com relagdo a resistina, o exercicio fisico agudo elevou as concentragdes plasmaticas
dessa adipocina no término do exercicio, entretanto houve redu¢ao da mesma nos 10 e 30min
no periodo da recuperacio (PRE-MFELI). O treinamento ndo alterou a cinética das
concentracdes plasmaticas de resistina observadas apds a realizagdo dos exercicios fisicos
agudos, tanto na mesma intensidade absoluta quanto relativa do exercicio fisico do pré-
treinamento (POS-MFEL1 e POS-MFEL2). Dessa forma, foi constatado que o exercicio
fisico com intensidade relativa menor que o pré-treinamento e sem alcancar a fadiga (POS-
MFELI1), ndo influenciou o perfil plasmatica de resistina induzido por exercicio (FIGURA
22B).

As concentracdes circulantes de adiponectina elevaram-se nos 10min nos trés
exercicios fisicos agudos (PRE-MFELI1, POS-MFEL1 e POS-MFEL?2), demonstrando que o
treinamento aerdbio de seis semanas ndo exerceu influéncia sobre a resposta dessa adipocina.
Foi constatado um perfil antagdnico na concentracdo plasmética das adipocinas resistina e
adiponectina, visto que o aumento de adiponectina ocorreu concomitantemente com a redugdo

da resistina nos 10min apds os exercicios fisicos agudos (FIGURA 22C).
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FIGURA 22. Concentracdes plasmaticas de (A) leptina; (B) resistina; (C) adiponectina,
nos momentos pré e pods-exercicio, 10, 30 e 60min no periodo de recuperacdo dos
exercicios fisicos realizados na intensidade da MFEL. Sendo, PRE-MFELI1: exercicio
fisico até a fadiga na intensidade da MFEL no pré-treinamento; POS-MFELI: apés
treinamento aerdbio, exercicio fisico na intensidade da MFEL e duragdo do pré-
treinamento; POS-MFEL2: apés treinamento aerdbio, exercicio fisico até a fadiga na
intensidade da MFEL do pés-treinamento.
*P<0,05 para diferenca em relagdo ao repouso (Pré). n=12 para todas as situagdes.
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6.5.2.5. Fator neurotrdfico

O BDNF teve suas concentragdes elevadas no momento do término do exercicio fisico
na intensidade da MFEL do pré-treinamento, retornando aos valores de repouso com uma
hora de recuperacio (PRE-MFELI). No POS-MFELI, o aumento do BDNF foi menos
intenso que no PRE-MFELLI e o retorno as concentracdes de repouso ocorreu nos 30min da
recupera¢do. Quando o exercicio fisico agudo foi realizado com a mesma intensidade relativa
do pré-treinamento (POS-MFEL?2), as concentra¢des plasméticas de BDNF estavam elevadas
na fadiga e os valores no periodo de recuperacao foram menores do que aqueles observados

no PRE-MFELI1 (FIGURA 23).
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FIGURA 23. Concentragdes plasmadticas de fator neurotréfico derivado do cérebro
(BDNF) nos momentos pré e pds-exercicio, 10, 30 e 60min no periodo de recuperacdo
dos exercicios fisicos realizados na intensidade da MFEL. Sendo, PRE-MFELLI:
exercicio fisico até a fadiga na intensidade da MFEL no pré-treinamento; POS-MFEL1:
apds treinamento aerdbio, exercicio fisico na intensidade da MFEL e duracdo do pré-
treinamento; POS-MFEL2: apés treinamento aerébio, exercicio fisico até a fadiga na
intensidade da MFEL do pds-treinamento.

#P<0,05 para diferenca em relacio ao repouso (Pré); “P<0,05 para diferenca em relagio
ao pré-treinamento (PRE-MFEL1). n=12 para todas as situacdes.

6.5.2.6. Correlagies

A concentracdo plasmatica de IL-6 no momento do término do exercicio fisico (P6s)
correlacionou-se positivamente com a duracio dos exercicios fisicos agudos: no PRE-MFEL1

e no POS-MFEL?2 (FIGURA 24). Entretanto, correlacionou-se negativamente com a poténcia
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absoluta no PRE-MFELI e no POS-MFEL2 e com a poténcia relativa no PRE-MFELI
(FIGURA 25 e 26). Nao foi observada associagdo entre as concentracdes circulantes de 1L-6 e
o lactato na MFEL, ambos no momento do término dos exercicios fisicos agudos (TABELA

10).
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FIGURA 24. Correlacao entre o log da concentragio
de IL-6 no momento do término do exercicio (Pds) e
a duracdo dos exercicios fisicos na intensidade da
MFEL. (A) Exercicio fisico na intensidade da MFEL
do pré-treinamento (PRE-MFELI1); (B) Apds
treinamento aerdbio, exercicio fisico na intensidade
da MFEL do pds-treinamento (P()S—MFEL2). n=12.



IL-6 (log)

IL-6 (log)

pr

R =-0,58
P=0,05
1+ " =
\.\-\.
™)
Hm
c L L L L L}
0 50 100 150 200 250
POTags
21 R=-064
P=0,03
1-
C ] ] !
100 150 200 250
POTags

FIGURA 25. Correlacao entre o log da concentragio
de IL-6 no momento do término do exercicio (P6s) e
a poténcia absoluta (POTps) dos exercicios fisicos
na intensidade da MFEL. (A) Exercicio fisico na
intensidade da MFEL do pré-treinamento (PRE-
MFELL1); (B) Apds treinamento aerdbio, exercicio
fisico na intensidade da MFEL do p6s-treinamento
(POS-MFEL2). n=12.
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FIGURA 26. Correlacao entre o log da concentragio
de IL-6 no momento do término do exercicio (P6s) e
poténcia relativa (POTggr) dos exercicios fisicos na
intensidade da MFEL. (A) Exercicio fisico na
intensidade da MFEL do pré-treinamento (PRE-
MFELL1); (B) Apés treinamento aerdbio, exercicio
fisico na intensidade da MFEL do pds-treinamento
(POS-MFEL2). n=12.
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TABELA 10. Correlacdo entre o log da interleucina-6 no
momento do término dos exercicios fisicos (Pds) e o
lactato plasmético na MFEL.

Variavel LACTATO
PRE-MFEL1 POS-MFEL2

IL-6 -0,26 -0,26

Sendo, PRE-MFELI: exercicio fisico na intensidade
da MFEL do pré-treinamento; POS-MFEL2: apés
treinamento aerdbio, exercicio fisico na intensidade da
MEFEL do pés-treinamento.

r: coeficiente de correlagdo. n=12.

A associag@o entre a duracdo e a poténcia dos exercicios fisicos agudos foi testada,
uma vez que, foi observada uma relacdo inversa entre tais aspectos e as concentracdes
plasmdticas de IL-6. Assim, foram constatadas correlagdes negativas entre a duracdo e a
poténcia absoluta no POS-MFEL2 e entre a duragio e a poténcia relativa no PRE-MFELLI e
no POS-MFEL2 (TABELA 11).

TABELA 11. Correlagdes entre a duracio e a poténcia absoluta (POT aps) e relativa (POTggr) nos
exercicios na intensidade da MFEL.

Variavel POTENCIA ABSOLUTA POTENCIA RELATIVA
PRE-MFEL1 POS-MFEL2 PRE-MFEL1 POS-MFEL2

DURACAO -0,50 -0,65* -0,72%* -0,65%*

Sendo, PRE-MFEL1: exercicio fisico na intensidade da MFEL do pré-treinamento; POS-MFEL2:
apos treinamento aerdbio, exercicio fisico na intensidade da MFEL do pds-treinamento.

r: coeficiente de correlacdo.

* para os valores de correlagdes com “P” significativo (P<0,05).

n= 12 para todas as correlacdes.

As associagOes entre as demais citocinas, quimiocinas, adipocinas e BDNF com a
duracdo, poténcia e o lactato, também, foram analisadas. As concentracdes plasmaticas
avaliadas foram: do TNF-a nos 60min da recuperacdo; sSTNFR1 e sTNFR2 nos 30min da
recuperagdo; IL-10 nos 10min da recupera¢do; CXCL10/IP-10 no momento do término do

exercicio (Pds); CCL2/MCP-1 nos 60min da recuperacdo; leptina no término do exercicio
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(P6s); resistina no término (Pds); adiponectina nos 10min da recupera¢do; BDNF no término
do exercicio (Pds). O IL-1B e o CXCLS8/IL-8 nao foram testados, visto que suas concentragdes
plasmaéticas ndo foram influenciadas pelos exercicios fisicos agudos (TABELA 12).

Ocorreu correlacdo positiva significativa entre o sTNFR2 com o lactato e com a
poténcia absoluta nos 30min da recuperacio (no POS-MFEL2). Os demais parimetros

avaliados ndo apresentaram correlagdes com os aspectos considerados (TABELA 12).
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TABELA 12. Correlagdes entre citocinas, quimiocinas, adipocinas e BDNF com a duragio, poténcia e o lactato nos exercicios na intensidade da MFEL.

Variavel DURACAO POTENCIA ABSOLUTA  POTENCIA RELATIVA LACTATO (MFEL)
PRE-MFEL1 POS-MFEL2 PRE-MFEL1 POS-MFEL2 PRE-MFEL1 POS-MFEL2 PRE-MFEL! POS-MFEL2
TNF-a(+60) 0,04 0,41 0,40 0,29 0,12 0,43 -0,44 -0,48
sTNFR1(+30) -0,10 -0,16 0,14 0,03 -0,19 0,18 0,41 0,15
sTNFR2(+30) -0,18 0,22 0,28 0,60* 0,28 0,16 -0,04 0,74*
IL-10(+10) 0,26 0,13 0,12 -0,25 0,14 0,13 0,49 0,17
CXCLI10/IP-10(P6s) 0,02 0,33 0,23 0,04 0,32 -0,19 0,22 0,33
CCL2/MCP-1(+60) 0,06 -0,25 -0,11 0,41 -0,01 0,27 -0,07 0,37
LEPTINA(PSs) 0,04 -0,55 0,18 0,50 0,20 0,43 0,27 0,27
RESISTINA(P6s) -0,46 0,18 0,48 0,36 0,43 0,11 0,30 0,54
ADIPONECTINA(+10) 0,06 -0,13 -0,28 0,01 -0,21 0,13 0,12 0,15
BDNF(P6s) 0,12 -0,19 0,36 0,49 0,41 0,11 0,21 0,17

* para os valores de correlagdes com “P” significativo (P<0,05).

n=12 para todas as correlagdes



97

Alguns estudos constataram associacao inversa entre o0 BDNF e o desempenho
fisico (Chan et al., 2008; Currie et al., 2009; Nofuji et al., 2008). Desse modo, no
presente estudo a correlacdo entre as concentracdes plasmaticas de repouso do BDNF e
0 VO,max foi avaliada. Entretanto, ndo foram constatadas relagdes significativas entre
tais parametros (TABELA 13).

TABELA 13. Correlacdo entre o BDNF e o
VOomax. Sendo, PRE: valores do pré-
treinamento; POS: valores do pés-treinamento.

Variavel VO2max
PRE POS

BDNF 0,18 -0,27

n=12



98

7. DISCUSSAO

7.1. Treinamento aerobio

Ao analisarmos os efeitos do programa de treinamento aerdbio utilizado, no grupo de
voluntarios que o realizou, observamos que ele foi capaz de gerar adaptagdes na capacidade
aerébia, avaliada pelo aumento do VO;yax € pela poténcia maxima. O que permitiu aos
individuos produzirem uma maior poténcia durante o exercicio fisico: POS-MFEL2 sem um
continuo acimulo de Ilactato. Nessa nova intensidade (MFEL2) foram mantidas as
concentracoes de lactato, a frequéncia cardiaca e a percepgao subjetiva do esfor¢o, indicando
uma demanda fisica e ativacdo do sistema nervoso central semelhante as condicdes
fisiolégicas do pré-treinamento (PRE-MFELI). Além disso, mesmo com o aumento da
intensidade absoluta do exercicio fisico na MFEL, os individuos foram capazes de
permanecer um tempo semelhante em relacdo a situagcdo pré-treinamento realizada em uma
menor poténcia. No exercicio fisico realizado apds o treinamento aerébio na intensidade
absoluta do pré-treinamento (POS-MFELL1), as menores concentracdes de lactato e valores de
FC e PSE poderiam indicar uma maior capacidade oxidativa muscular e cardiovascular.

No grupo que realizou o treinamento aerébio foi observado um aumento do VOymax
relativo e absoluto de 11,2 e 10,3%, respectivamente. Esses resultados corroboram com os
resultados obtidos por Carter et al. (1999) e Philp et al.(2008) que encontraram aumentos de
10% no VOymax apdés um periodo de treinamento continuo e de 6% apds treinamento
intervalado (Philp et al., 2008). Jones & Carter (2000) em um estudo de revisdo descreveram
aumentos de 5 a 10% no VOymax decorrentes de programas de treinamento aerébio de 3 a 9
semanas. Gormley et al. (2008) observaram aumentos no VOyax de 10,0 e 14,3% apos seis
semanas de treinamento de intensidade moderada (50% VO, reserva) e elevada (75% VO,
reserva), respectivamente, em individuos que ndo participavam de treinamento aerdbio.
Entretanto, a resposta do VO,yax ao treinamento aerdbio, possui uma ampla variabilidade,
podendo chegar a aumentos de até 25% em programas de treinamento de longa duragdo
(Bouchard & Rankinen, 2001). De acordo com esses autores, essa variabilidade na resposta
do VO,max ao treinamento aerébio pode ndo ser associada ao sexo, idade, massa corporal ou
caracteristicas étnicas; mas em alguns casos relacionada ao nivel de exercicio fisico inicial

dos participantes.
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O aumento da intensidade de exercicio fisico na MFEL apo6s o periodo de treinamento
observado no presente estudo corrobora os resultados de Carter et al. (1999) e Philp et al.
(2008) que também observaram aumento da intensidade de exercicio na MFEL apds um
periodo de treinamento de oito e seis semanas de treinamento aerdbio, respectivamente, em
corredores moderadamente treinados (Philp et al., 2008) e estudantes ndo participantes de
treinamento aerdbio (Carter et al., 1999). Entretanto, o aumento da intensidade de exercicio
fisico na MFEL de 14,7+2,5% ap6s o periodo de treinamento foi maior do que os encontrados
por Philp et al. (2008) de 8,8% e 5,7% (treinamento continuo e intermitente na MFEL,
respectivamente) e por Carter ef al. (1999) de 4,5% (treinamento na intensidade de exercicio
correspondente a concentracdo fixa de lactato de 3,0mM); apesar de ambos terem um nimero
de semanas de treinamento e/ou sessdes semelhantes ao do presente estudo.

Contudo, a intensidade do treinamento escolhida por Carter et al. (1999) foi
significativamente menor do que a velocidade de corrida na MFEL. Assim, apesar da amostra
ser semelhante a do presente estudo, Carter et al. (1999) podem ter encontrado um aumento
da MFEL menos acentuada devido a menor intensidade utilizada no periodo de treinamento.
Diferentemente, Philp et al. (2008) prescreveram o treinamento aerébio na intensidade da
MFEL, mas utilizaram individuos moderadamente treinados como voluntarios. A intensidade
de exercicio fisico € considerada por diversos autores como uma das varidveis mais
determinantes para prescricdo do treinamento e € contribui para as adaptacdes decorrentes
desse (Midgley et al., 2007; Gormley et al., 2008). Nao somente a intensidade, mas o estado
de treinamento inicial dos individuos pode explicar as diferencgas nas respostas decorrentes a
um programa de treinamento (Bouchard & Rankinen, 2001). Desse modo, um programa de
treinamento aerébio de longa duracdo e de intensidade moderada/alta, em individuos com
baixo nivel de exercicio fisico inicial, poderia resultar em uma melhora acentuada de sua

capacidade fisica (aumento do consumo maximo de oxigénio).

7.2. Leucocitos circulantes

O treinamento aerébio utilizado no presente trabalho ndo modificou o nimero dos
leucdcitos analisadas em repouso no sangue periférico. Yeh e colaboradores (2006)
demonstraram que 12 semanas de um programa de exercicios induziu a um aumento do
nimero de células T: CD4"'CD25" e de IL-10 e TFG-B apds o exercicio fisico regular,

sugerindo um papel regulador.
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Em relacdo, aos linfécitos e células NK, também, ndo observamos alteracdo apds o
periodo de seis semanas de treinamento aerdbio. Para esses parametros, a literatura apresenta
resultados contraditérios. Em relagdo aos sedentdrios, os atletas apresentaram uma resposta
linfocitdria proliferativa reduzida (Papa et al., 1989), elevada (Nieman et al., 1993; Baj et al.,
1994) ou inalterada (Oshida er al., 1988; Pedersen et al., 1989; Tvede et al., 1991; Nieman et
al., 1995a; Nieman et al., 1995b). Além dessas células, as NK podem ter sua atividade
elevada em maratonistas e ciclistas em compara¢do com as dos sedentdrios (Tvede et al.,
1991; Nieman et al., 1995b). Além disso, um protocolo de caminhada aumentou a atividade
das células NK em mulheres moderadamente obesas (Nieman et al., 1990). Por outro lado, em
mulheres idosas, o exercicio cronico nao influenciou a atividade de células NK (Nieman et
al., 1993).

Pelo exposto acima, a controversa na literatura e o presente estudo podem ser em
decorréncia a protocolos de exercicios fisicos cronicos, com duragdo e intensidade diferentes
e ao estado de treinamento inicial dos voluntdrios. Além disso, a populacdo estudada pode
influenciar (sauddveis, com alguma doenga cronica, disfuncdo metabdlica, dentre outros) os
parametros avaliados. Desse modo, as seis semanas de treinamento aerobio ndo alteraram o

nimero dos leucdcitos em individuos jovens, saudéveis e fisicamente ativos.

7.3. Mediadores

De forma geral, o exercicio fisico agudo (PRE-MFELLI) alterou as concentracdes de
algumas citocinas na circulacdo. Uma vez que, levou ao aumento das concentracdes
plasméticas de IL-6, sTNFR1, CXCL10/IP-10, leptina, resistina ¢ o BDNF constatado no
término do exercicio e de TNF-a, sSTNFR2, IL-10, CXCL10/IP-10 e adiponectina no durante a
recuperagdo do exercicio fisico . A resposta desses parametros ao exercicio fisico agudo até a
fadiga (PRE-MFELI1), com valores normalizados, estd representada na FIGURA 27. Os
mediadores foram apresentados em dois graficos, sendo que no segundo (FIGURA 27B) estdo
representados alguns que obtiveram varia¢cdes em grandeza similar ao TNF-a. Esse aumento
induzido pelo exercicio agudo de IL-6, sSTNFR, IL-10 (FIGURA 3, p.37) e BDNF esta de
acordo com o relatado, anteriormente, pela literatura (Suzuki et al., 2003; Margeli et al.,

2005; Nieman et al., 2005; Petersen & Pedersen, 2005; Rojas Vega et al., 2006; Ferris et al.,
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2007; Gustafsson et al., 2009). O efeito do exercicio fisico agudo sobre tais parametros sera
discutido com mais detalhes.

Nos voluntdrios treinados ocorreram as seguintes respostas aos exercicios fisicos
agudos:

1) O exercicio fisico agudo com a mesma intensidade absoluta do pré-treinamento (POS-
MFEL) gerou uma elevacdo menos acentuada dos seguintes marcadores: IL-6,
sTNFR2, leptina e BDNF e ainda, promoveu um retorno das concentragdes
plasméticas do sTNFR1 aos valores de repouso mais rapido apds o exercicio fisico.
Por outro lado, esse exercicio fisico induziu a elevacgdes circulantes de TNF-a, IL-10,
CXCL10/1P-10, resistina e adiponectina similares ao exercicio até a fadiga do pré-
treinamento (PRE-MFEL).

2) Apos a realizacdo do exercicio fisico agudo com a mesma intensidade relativa do pré-
treinamento (POS-MFEL2) foram constatadas concentra¢des circulantes menores de
sTNFR1 e de BDNF no periodo de recuperagdo apds exercicio fisico, em relagdo ao

pré-treinamento (PRE-MFEL1).
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FIGURA 27. A resposta dos mediadores avaliados ao exercicio fisico agudo
até a fadiga (PRE-MFEL1). Sendo: BDNF: fator neurotréfico derivado do
cérebro; TNF-a: fator de necrose tumoral-alfa, STNFR1: receptor solivel do
TNF, IL-6: interleucina-6, IL.-10: interleucina-10, CXCL10/IP-10: proteina-
10 induzivel por interferon-gama.
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7.3.1. Concentracoes plasmaticas de repouso de citocinas, quimiocinas, adipocinas e do

fator neurotrofico

No presente trabalho, ap6s o periodo de treinamento aerébio ndo foram observadas
diferencas nas concentracdoes plasmaticas de repouso em relagdo ao pré-treinamento de
nenhuma das citocinas, quimiocinas, adipocinas e do fator neurotréfico avaliados. Esses
achados, provavelmente, sdo decorrentes do fato de todos os sujeitos envolvidos serem
individuos sauddveis. De maneira semelhante, alguns estudos demonstraram que o exercicio
fisico crénico ndo exerceu um papel modulador nas concentragdes plasmaticas no repouso
desses mediadores.

Com relagdo as adipocinas, Jurimae et al. (2006) ndo observaram modificacdes nas
concentracdes de repouso da adiponectina, apds seis meses de treinamento em remadores de
elite, por outro lado, as concentracdes basais de adiponectina eram maiores em remadores
com melhor capacidade de desempenho aerébio do que os de menor capacidade. As
concentracdes de leptina de repouso na circulagdo sdo semelhantes entre sedentarios e atletas,
tanto nos treinamentos aerdbios (Noland er al., 2001) como naqueles que executam
treinamento de forca (Sudi et al., 2001).

Alguns estudos avaliaram o efeito do exercicio fisico cronico sobre a concentracio de
BDNEF. Goekint et al. (2010a) e Yarrow et al. (2010) avaliaram a influéncia dos treinamentos
fisicos de forca de 10 semanas, em individuos sauddveis, e observaram que o mesmo nao
promoveu alteracdoes nas concentracdes de BDNF no repouso. Esses dados estdo em
concordancia com os resultados de Schiffer et al. (2009) que demonstraram que a
concentracdo do BDNF no basal ndo € influenciada por treinamento de for¢a em individuos
jovens. Com relacdo ao treinamento aerébio, Goekint e colaboradores (2010b) relataram que
8 semanas de treinamento ndo modificaram as concentracdes basais de BDNF, em individuos
jovens e sedentarios.

Por outro lado, ao analisar as concentracdes plasmadticas basais de alguns desses
marcadores em individuos com alguma doenca cronica foram constatadas alteracdes em
resposta ao exercicio fisico cronico. Em pacientes com doencas cardiovasculares, o exercicio
fisico diminuiu a concentragdo de MCP-1, IL-1P e IL-6 e aumentou a IL-10 que tem agdo
anti-inflamatéria (Adamopoulos et al., 2001; Goldhammer et al., 2005).

Em homens com sindrome metabdlica, Reseland et al. (2001) observaram reducao das
concentracdes de leptina, ap6s a modificagdo do estilo de vida, que consistiu em restricao

alimentar de lipidios e no aumento do exercicio fisico no periodo de um ano. De forma
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semelhante, reducdes da leptina também foram relatadas por outros estudos envolvendo
individuos com sobrepeso ou obesidade, os quais realizaram um programa de treinamento
fisico, com e sem restricao dietética (Crampes et al., 2003; Miyatake et al., 2004; Murakami
et al., 2007). Com relagdo a adiponectina, Fatouros et al. (2005) constataram o aumento das
concentracdes dessa adipocina nos individuos que participaram de treinamentos de forca de
seis meses, em idosos. Também, foi demonstrada uma reduc@o da producdo de resistina apds
16 semanas de treinamento aerébio em pacientes com diabetes do tipo 2 (Kadoglou et al.,
2007).

Alguns trabalhos mostram resultados controversos em relacdo ao efeito do exercicio
fisico cronico na producao basal de alguns marcadores. No estudo de Zoladz et al. (2008)
houve aumento das concentracdes plasmética de BDNF em individuos jovens sadios
submetidos a um treinamento de resisténcia com duracdo de 5 semanas. O que nao condiz
com os resultados previamente citados dos estudos realizados também em individuos
sauddveis. No que diz respeito, ao treinamento fisico em individuos com patologias,
observou-se que um programa de exercicios fisicos com trés semanas de duragcdo, em
pacientes com diabetes tipo 2, ndo alterou a concentragdao de adiponectina apesar de melhorar
a acdo da insulina (Hulver et al., 2002). Além disso, um treinamento de oito semanas, com
diferentes intensidades, em homens de meia idade com diabetes tipo 2, ndo afetou as
concentracdes de adiponectina (Boudou er al., 2003). Esses resultados contrapdem com 0s
trabalhos relatados anteriormente, no que diz respeito aos efeitos do exercicio fisico cronico
nesses parametros nos voluntdrios com algum processo que envolva uma inflamacdo
sist€émica de baixo grau.

Diante desses resultados aparentemente conflitantes, € plausivel sugerir que essas
alteracdes controversas, nas concentracdes de mediadores em resposta ao exercicio fisico
cronico, sejam devidas a utilizacdo de protocolos de treinamento fisico diferentes em cada
estudo. Como observado por Sloan et al. (2007), os quais demonstraram que o treinamento
aerobio de alta intensidade atenuou a producdo de TNF-a induzida por LPS em individuos
sauddveis. Entretanto, 0 mesmo estudo nao detectou altera¢ao na liberacdo de TNF-a quando
o treinamento aerdbio realizado foi de intensidade moderada.

Em conjunto, os resultados descritos no presente estudo, para as concentragdes no
repouso de tais parametros, € os dados da literatura sugerem que as peculiaridades da
populacdo em teste (como: sauddveis ou presenca de doengas cronicas) e os programas de
treinamentos fisicos administrados sdo fatores relevantes na determinacdo das alteracdes nas

concentracdes de repouso dos marcadores imunoldgicos, cuja modulacio pode ou ndo ser
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afetada pelo exercicio fisico cronico. Desse modo, as seis semanas de treinamento aerébio nao
promoveram alteracOes nas concentracOes basais de tais citocinas avaliadas, visto que os

individuos eram jovens, sauddveis e fisicamente ativos.

7.3.2. Interleucina-6

Neste trabalho houve aumento das concentracdes plasmaticas de IL-6, constatado, no
momento do término do exercicio fisico até a fadiga (PRE-MFELI). Esse resultado é
compativel com os dados da literatura, visto que a interleucina-6 estd presente na circulagcao
durante e/ou no momento do término da realizacdo de exercicios fisicos agudos (Ostrowski et
al., 1998; Ostrowski et al., 1999; Suzuki et al., 2003; Margeli et al., 2005). Pedersen &
Febbraio (2008) sugerem que a IL-6 produzida no musculo esquelético durante o exercicio
fisico agudo atue na ativagdo da AMPK, para aumentar a oxidagdo de gordura e da captacdo
de glicose nas fibras musculares. E que, dessa forma, a produ¢do muscular de IL-6 seja
modulada pelos estoques de glicogénio no tecido envolvido na contragdo.

Na realizacdo do exercicio fisico agudo, o musculo nao treinado é dependente do
glicogénio como substrato. Por outro lado, o treinamento aerdbio leva ao aumento das
enzimas da oxida¢do (Schantz et al., 1983) e o aumento da oxidagdo de triglicérides
intramusculares (Phillips er al., 1996) e, portanto, uma capacidade aumentada de oxidar
gordura e utilizd-la como um substrato durante o exercicio fisico (Holloszy & Booth, 1976;
Saltin & Ropoco, 1980). Além disso, o treinamento aerébio promove o aumento do contetido
de glicogénio muscular (Schantz et al., 1983). Assim, o musculo esquelético treinado € menos
dependente da glicose plasmdtica e do glicogénio muscular como substrato durante o
exercicio fisico (Phillips et al., 1996).

Além disso, a IL-6 € uma citocina com acdes pro-inflamatérias. E essa pode ser
produzida pelo tecido muscular em resposta ao exercicio fisico agudo (Penkowa et al., 2003;
Hiscock et al., 2004). Assim, uma hip6tese € de que essa citocina na circulagdo induzida pela
contragdo muscular poderia ativar vias que promovam o crescimento e a diferenciacdo de
células B e T, gerando um processo inflamatério (Abbas & Lichtman, 2005).

Diante dos conhecimentos em relagdo a adaptacdo ao treinamento aerdbio e as

possiveis agoes da IL-6 produzida pelo musculo esquelético, hd a hip6tese de que a resposta
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plasmatica de IL-6 induzida pelo exercicio fisico agudo seja menor em individuos treinados
em comparagdo com individuos sedentarios (Pedersen & Febbraio, 2008).

No presente trabalho foi observado no POS-MFEL] um menor aumento de IL-6 em
relacdo ao PRE-MFELL. Isso se deve, provavelmente, ao fato dos voluntdrios estarem
treinados aerobicamente, com o aumento do VO;ymax, da poténcia maxima e da intensidade
correspondente a MFEL. Assim, o exercicio fisico agudo nesse estdgio representou uma
menor intensidade relativa em comparacio com o PRE-MFELLI e, possivelmente, promoveu
um menor estimulo inflamatério e/ou gerou uma menor necessidade de consumo de
glicogénio muscular. Em decorréncia disso, uma menor concentracdo de IL-6 foi detectada na
circulagio em relagio aos valores pré-treinamento. Isso pode ser confirmado, com o POS-
MFEL2, o qual representou a mesma intensidade relativa e aumento de IL-6 similares ao
PRE-MFELI1. Logo, nossos resultados sugerem que o treinamento aerbio promove
adaptagdes no organismo que refletem em uma atenuacao do estimulo para a produgdo de IL-
6 induzida pelo exercicio fisico agudo a mesma intensidade absoluta do pré-treinamento. Em
outras palavras, hd uma menor concentracio plasmatica de IL-6 observada no POS-MFELI,
porém nio houve modificacio no POS-MFEL2.

De maneira semelhante, Fisher e colaboradores (2004) observaram a mesma
concentracdo plasmatica de IL-6 induzida pelo exercicio fisico agudo de mesma intensidade
relativa antes e apds treinamento aerdbio. Devido as adaptacOes promovidas por um
treinamento aerdbio, a intensidade absoluta do exercicio fisico agudo foi 44% maior no pds-
treinamento em relac@o a intensidade pré-treinamento. Entretanto o aumento de IL-6 induzido
pelo exercicio fisico foi semelhante no pré e pds-treinamento (exercicios com a mesma

intensidade relativa), como no presente estudo no PRE-MFEL1 e POS-MFEL2.

7.3.2.1. Correlacdes entre IL-6 e a duragdo e intensidade dos exercicios fisicos na MFEL

Neste estudo foi observada uma correlag@o positiva entre a concentracao plasmatica de
IL-6 e a duracdo dos exercicios fisicos na intensidade da MFEL realizados antes e depois do
treinamento aerdébio. Em concordancia com esses resultados, dados da literatura demonstram
que a magnitude do aumento de IL-6 circulante em resposta ao exercicio fisico agudo é
dependente da duracdo do exercicio fisico (Petersen & Pedersen, 2005; Fischer, 2006;

Pedersen & Febbraio, 2008).
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De acordo com a literatura, o aumento das concentragdes de IL-6 também ¢é
influenciado pela intensidade do exercicio fisico agudo (Ostrowski et al., 2000). A contragdo
da musculatura esquelética per se € um processo que altera a concentragao plasmatica de IL-6
(Steensberg et al., 2000; Fischer et al., 2004; Pedersen & Febbraio, 2008). Logo, as
concentracdes dessa citocina dependem também da massa muscular exercitada. Por exemplo,
exercicios fisicos realizados com grupo musculares menores podem ser insuficientes para
induzir um aumento significativo na producdo plasmdtica de IL-6 (Nosaka & Clarkson, 1996;
Hirose et al., 2004; Pedersen & Febbraio, 2008). Por outro lado, a corrida, que envolve
grupos musculares grandes, ¢ uma modalidade de exercicio fisico que gera aumentos de IL-6
circulante (Fischer, 2006; Pedersen & Febbraio, 2008).

No presente trabalho, depois do periodo de seis semanas de treinamento aerébio foi
observado que no exercicio fisico agudo realizado a uma intensidade relativa menor (POS-
MFELI) que ao pré-treinamento (PRE-MFELI) ocorreu um menor aumento da IL-6 na
circulacdo em relagdo ao pré-treinamento. Desse modo, a intensidade do exercicio fisico
agudo parece influenciar nas alteragdes das concentragdes de IL-6 plasmatico induzidas por
exercicio, uma vez que a duracdo dos exercicios foi a mesma. De forma semelhante, Edwards
e colaboradores (2006) demonstraram diferencas entre as concentragdes circulantes de IL-6
no exercicio fisico maximo em relacdo ao subméaximo, ambos de duracdo de 45min. Houve
um aumento de IL-6 no momento do término do teste para o exercicio fisico maximo,
entretanto, no submaximo o aumento ocorreu a partir dos 30min do periodo de recuperacdo
pos-exercicio. Por outro lado, os resultados apresentados no presente estudo demonstram
uma correlacdo negativa entre as concentragdes plasmdticas de IL-6 e a intensidade do
exercicio fisico até a fadiga.

Inversamente aos nossos resultados, Ostrowski et al. (2000) demonstraram uma
correlagdo positiva entre a intensidade da corrida e a concentragdo de IL-6 imediatamente
apdés a maratona e, em contrapartida, foi observada uma correlagdo negativa entre o pico da
concentracdo de IL-6 e o tempo de corrida. Cabe ressaltar que, um exercicio fisico de alta
intensidade estd frequentemente associado com menor duragdo e vice versa (Fischer, 2006). O
que poderia explicar, a correlagdo positiva com a duragdo e a negativa com a intensidade do
exercicio fisico do presente estudo e os resultados de Ostrowski et al. (2000).

Neste trabalho, a intensidade foi padronizada pela MFEL, ou seja, todos os exercicios
fisicos foram realizados pelos voluntarios na intensidade correspondente a MFEL - logo, o
aspecto varidvel que foi fundamental para influenciar a concentracdo de IL-6 foi a duracdo

dos exercicios fisicos. Consequentemente, a duracdo do exercicio teve relagdo positiva com as
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concentracdes da citocina em questdo. De fato, Fischer (2006) demonstrou que mais de 50%
da variacdo da concentragdo de IL-6 na circulacdo apds o exercicio fisico agudo pode ser

explicada pela duracdo do mesmo.

7.3.3. TNF-q e IL-p

No que diz respeito as outras citocinas pro- inflamatdrias avaliadas, foi demonstrado o
aumento de TNF-a no periodo de recuperacao (60min apds o término do exercicio) nos
exercicios fisicos agudos antes e apds o treinamento aerébio. Esses resultados concordam com
os dados da literatura, visto que outros trabalhos relataram aumentos discretos de TNF-a ap6s
exercicios fisicos extenuantes. Os exercicios fisicos prolongados como a maratona resultam
em um pequeno aumento no TNF plasmaético (Bruunsgaard et al., 1997; Suzuki et al., 2000).

Além de seu papel pré-inflamatério, o TNF-a induz a lipdélise no tecido adiposo e
aumento da liberacdo de dcidos graxos, e promove resisténcia a insulina (Bruunsgaard, 2005).
Dessa forma, o TNF-a reduz vias anabdlicas e aumenta substrato energético lipidico para o
musculo e figado. Desse modo, esse mediador poderia contribuir com o balanco energético no
pos-exercicio, uma vez que, o metabolismo no periodo de recupera¢do no pds-exercicio fisico
continua elevado por varios minutos. Isso ocorre em decorréncia do consumo de oxigénio que
permanece aumentado no periodo de recuperacdo. A intensidade do exercicio fisico agudo
determina a magnitude e o tempo em que ocorre esse metabolismo no pds-exercicio, visto que
o exercicio fisico de maior intensidade representa uma maior EPOC (consumo de oxigénio em
excesso apos exercicio) (Powers & Howley, 2000). Relata-se que na porc¢ao rapida do EPOC,
parte do oxigénio consumido pode ser utilizado para repor a creatina fosfato no musculo e os
estoques de oxihemoglobina e oximioglobina. E que a parte lenta seria para a conversao de
acido latico em glicose. Além do aumento no metabolismo dos dcidos graxos (Powers &
Howley, 2000; Castinheiras Neto & Farinatti, 2009). Portanto, o TNF-a induzido pelo

exercicio fisico agudo poderia atuar com ac¢des imunoldgicas e/ou metabolicas.
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Ja as concentracdes de IL-f ndo foram alteradas ap6s os exercicios fisicos agudos,
antes e ap0s o treinamento aerdbio. Por outro lado, Ostrowski ef al. (1999) e Nieman et al.
(2001) constataram alteracdes nas concentracdes de IL-f apds exercicio fisico agudo. Essas
diferencas podem ser em decorréncia de protocolos de exercicio fisico agudo e crénico

diferentes.

7.3.4. Mediadores anti-inflamatorios: STNFR e IL-10

Com relacio aos mediadores anti-inflamatérios, apds o exercicio fisico agudo no PRE-
MFELI1 foram observadas concentracdes plasmadticas elevadas de STNFR e IL-10. Como ja
descrito, o exercicio fisico agudo induz ao aumento de fatores com propriedades anti-
inflamatoérias, como o STNFR1 e IL-10 (Ostrowski et al., 1999; Toft et al., 2002; Petersen &
Pedersen, 2005). Ostrowski et al. (1999) constataram o aumento de STNFR e de IL-10 no
término do exercicio e Drenth et al. (1998) detectaram um aumento de STNFR no momento
do término de Skm de corrida (com um aumento maior de STNFRpS5 do que sTNFRp75).

Tém-se atribuido, também, a IL-6 a¢des anti-inflamatérias (Wilund, 2007). Essas
incluem: a inibi¢do da produgdo de TNF-al em resposta a estimulos pré-inflamatdrias, como a
endotoxina (Starkie et al., 2003) e estimula a produgado de citocinas anti-inflamatdrias, como a
IL-10 e sSTNFRs in vitro e em modelos animais (Petersen & Pedersen, 2005). Além disso, a
literatura relata que apds o exercicio fisico agudo, as concentracdes circulantes de IL-6 sdo
seguidas de um aumento de IL-1ra e IL-10 (Steensberg et al., 2003; Pedersen & Fischer,
2007) e, como ja assinalado, hd a hipdtese de que o aumento dessas citocinas, apds a
realizagdo de exercicios fisicos agudos, poderia ser induzido por IL-6 (Steensberg et al.,
2003). Em concordancia com os dados da literatura, nossos resultados demonstram que hd um
aumento de IL-6 ao término do exercicio seguido de um aumento de IL-10 e sSTNFR1 e R2 no
periodo de recuperacao.

Entretanto, apds o treinamento aerdbio, o incremento de IL-10 no POS-MFEL1 nio
foi proporcional ao aumento de IL-6 nessa etapa. No POS-MFEL1 houve um menor aumento
de IL-6 em relacdo ao PRE—MFELI, logo, seria esperado um menor aumento de IL-10.
Porém, a concentragdo dessa citocina foi semelhante nas duas etapas, ou seja, ao realizar um

exercicio fisico agudo com a intensidade relativa menor (POS-MFELI em relacio ao PRE-
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MFELI1), o individuo treinado apresentou uma concentragdo plasmatica de IL-10 semelhante
aquela detectada quando ele executou o exercicio fisico até a fadiga (PRE-MFELI1).

Por outro lado, além da IL-6 outros mediadores pré-inflamatérios podem estar
elevados em decorréncia do exercicio fisico agudo, tanto antes quando depois do treinamento
aerobio. O que promoveria o posterior aumento de fatores anti-inflamatérios em prol de

contrabalancear o aumento de fatores pré-inflamatérios, mantendo a homeostase.

7.3.5. Quimiocinas

Algumas quimiocinas, também, foram avaliadas no presente estudo. A elevacdo das
concentracdes circulantes de CXCL10/IP-10 foi observada no momento do término e nos
60min da recuperacdo dos exercicios fisicos agudos, tanto antes quanto apds o treinamento
aerébio. Durante a realizacdo de exercicios fisicos agudos, hd leucocitose na circulagdo
(Nieman et al., 1998a; Robson et al., 1999; Chinda et al., 2003; Suzuki et al., 2003), o que
poderia contribuir para o aumento dessa quimiocina. Além disso, foi observado o aumento
das concentracdes plasmdticas de CCL2/MCP-1 nos 60min da recupera¢do nos exercicios
fisicos agudos realizados depois do periodo do treinamento.

No presente trabalho, ndo foi observada alteracdo na concentragao plasmatica de IL-8
apos os exercicios fisicos nas intensidades da MFEL quando comparada com os valores pré-
exercicios. Semelhantemente, Frydelund-Larsen et al. (2007) demonstraram que apods
exercicio fisico concéntrico ndo houve alteragdo nas concentracdes plasmaticas de IL-8. Esses
pesquisadores avaliaram a expressdo do receptor de IL-8: CXCR2 em tecido muscular
esquelético humano (vasto lateral da coxa) em voluntdrios sauddveis apds exercicio fisico em
cicloergdmetro com duracio de 3h. Esse estudo demonstrou que o exercicio fisico concéntrico
induz a express@ao de RNAm CXCR2 nas células endoteliais vasculares das fibras musculares,
mas a concentrac¢ao plasmatica de IL-8 permaneceu constante. Sugerindo que a IL-8 derivada
da musculatura age localmente para estimular a angiogénese por meio da sinalizacdo do
receptor CXCR2.

Outros estudos também demonstraram que os exercicios fisicos concéntricos de
intensidade moderada em cicloergdmetro (Chan et al., 2004) ou remo (Henson et al., 2000),
ndo aumenta a concentragdo plasmaética de IL-8. Por outro lado, a concentracdo plasmatica de

IL-8 aumenta em resposta ao exercicio fisico que envolve contracdes musculares excéntricas
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(Ostrowski et al., 2001; Nieman et al., 2003), sugerindo o envolvimento dessa quimiocina em
um processo inflamatdério. Portanto, a expressdo local de IL-8 em um musculo que contrai em
resposta ao exercicio fisico agudo, parece ser um estimulo para a angiogénese. E o nao
aumento dessa quimiocina na circulagdao pode indicar a nao indugao de efeitos imunoldgicos

sist€émicos (Frydelund-Larsen et al., 2007).

7.3.6. Leptina, resistina e adiponectina

No presente estudo, o exercicio fisico agudo promoveu o aumento das concentragdes
plasmaticas de leptina observado no término dos exercicios fisicos realizados nas intensidades
da MFEL, tanto antes quanto apds o treinamento aerdbio. Fisher er al. (2001), também,
constataram o aumento das concentragdes de leptina circulantes apds exercicio fisico agudo
em cicloergdmetro em individuos jovens. Entretanto, a literatura apresenta resultados
contraditdrios com relacdo a resposta da leptina ao exercicio fisico agudo. Alguns estudos nao
verificaram alteragGes nas concentracdes plasmdticas de leptina apds exercicio fisico agudo
(Perusse et al., 1997; Leal-Cerro et al., 1998; Zoladz et al., 2005; Varady et al., 2010). A
leptina parece ser alterada em exercicios fisicos agudos de baixa a moderada intensidade,
somente se esses forem de longa duracdo (McMurray & Hackney, 2005). Além disso, autores
constataram que as concentracdes na circulacdo de leptina sdo diminuidas apenas 9 e 48h apds
o término dos exercicios agudos em homens fisicamente ativos (Olive & Miller, 2001; Nindl
et al., 2002). Portanto, até o presente nao existem resultados conclusivos sobre os efeitos do
exercicio fisico agudo sobre as concentragdes plasméticas de leptina em humanos.

A leptina atua no metabolismo, ativando a AMPK no miusculo (Minokoshi et al.,
2002; Minokoshi & Kahn, 2003) e no sistema imunolégico com agdes pro-inflamatorias
(Fantuzzi, 2005). O que gera a hipdtese do envolvimento da leptina em um processo
metabdlico e inflamatério, visto que foi observado o aumento das concentracdes dessa
adipocina na circulagdo apds a execugdo dos exercicios fisicos nas MFEL, juntamente com a
IL-6, CXCL10/IP-10, resistina e o BDNF.

Como ja abordado, houve o aumento das concentracdes de resistina, com acdes pro-
inflamatorias, detectado no momento do término dos exercicios fisicos na intensidade da
MFEL. Posteriormente, ocorreu uma reducdo da resistina no periodo da recuperacgdo,

coincidindo com o aumento da adiponectina, uma citocina com papéis anti-inflamatérios e
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que pode ter aumentado para contrabalancear o aumento de fatores pré-inflamatdrios.
Diferentemente, Varady e colaboradores (2010) observaram reducdo das concentragdes de
resistina, e Jamurtas et al. (2006) relataram que a resistina nao € alterada por Unicas sessdes
de exercicio fisico. Com relacdo a adiponectina, foi observado o aumento de suas
concentracdes plasmaticas no periodo da recuperacdo apds a realizacdo de exercicio fisico
agudo. De forma semelhante ao presente trabalho, Jurimae et al. (2005) investigaram a
resposta das concentragdes de adiponectina apds exercicio agudo, em remadores treinados, e
verificaram aumentos significativos depois de 0,5h de recuperacdo. Entretanto, outros
estudos demonstraram nenhum efeito do exercicio fisico agudo sobre as concentragdes de
adiponectina em individuos sauddveis (Kraemer et al, 2003; Ferguson et al., 2004;
Punyadeera et al., 2005). Yatagai e colaboradores (2003) constataram uma diminui¢do das
concentracdes de adiponectina circulantes em relacdo aos valores de repouso, apds 16h da
ultima sessao de exercicio retornando aos valores basais apds uma semana do treinamento.

A adiponectina elevou no momento de queda da resistina, o que poderia representar
um estimulo para oxidagdo lipidica e melhora da sensibilidade a insulina no musculo e no
figado e estimulo da captacdo de glicose no musculo. O que contribuiria com a reposi¢cao de
energia no periodo de recuperacao do exercicio fisico agudo (Rabe et al., 2008). De modo
semelhante, Varady et al. (2010) observaram que, no grupo treinado, ocorreu a diminui¢dao de

resistina e aumento da adiponectina apds uma sessao de exercicio fisico de forca.

7.3.7. BDNF

Neste estudo foram observadas elevadas concentragdes plasmaticas de BDNF no
término do exercicio fisico agudo, na intensidade da MFEL no pré-treinamento (PRE—
MFEL1). Nossos dados estdo em concordiancia com os trabalhos que avaliaram a
concentracdo sérica desse mediador apds a realizacdo do exercicio fisico agudo, visto que
demonstraram um aumento das concentragdes circulantes de BDNF seguido por um rapido
retorno aos valores basais no periodo de recuperacdo (Rojas Vega et al., 2006; Ferris et al.,
2007; Gustafsson et al., 2009).

Ainda nao foram esclarecidos os exatos efeitos metabdlicos, neurobioldgicos e
imunoldgicos resultantes desse aumento transitério do BDNF na circulagdo induzido pelo

exercicio fisico agudo. Por outro lado, ha evidéncias de que o exercicio fisico preserva a
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funcdo cerebral pela protecdo neuronal e aprimoramento da neuroplasticidade (Cotman &
Berchtold, 2002). Estudos em animais demonstraram aumento BDNF e outros fatores
neurotrépicos no cérebro e em outras dreas do sistema nervoso central apds o exercicio
(Cotman & Engesser-Cesar, 2002; Neeper et al., 1995; Neeper et al., 1996). Cotman &
Berchtold (2002) constataram que a produ¢do de neurotrofina induzida pelo exercicio ndo se
restringe as dreas sensorio-motores do SNC. A maior expressio de RNAm de BDNF foi
detectada em dreas do hipocampo, tendo associa¢do com as fun¢des cognitivas em ratos apds
exercicio fisico voluntdrio durante varios dias (Neeper et al., 1995). O aumento de BDNF foi
mais intenso e duradouro que das outras neurotrofinas. Tais achados sugerem que o BDNF é
um mediador dos beneficios promovidos pelo exercicio fisico. Assim, € possivel que o
aumento agudo e transitério das concentragdes plasméticas de BDNF, observado no presente
estudo, possa contribuir para a melhoria da plasticidade sindptica, das funcdes cognitivas
(van Praag et al., 1999; Vaynman et al., 2004) e do desempenho durante o exercicio fisico
(Rhodes et al., 2003).

Nossos achados sugerem que o treinamento aerébio tem um efeito modulador sobre a
producio de BDNF. No PRE-MFELI houve aumento das concentracdes plasmdticas de
BDNF. J4 as elevacdes das concentragdes circulantes de BDNF no POS-MFELI foi menos
intenso que aquele detectado no PRE-MFELLI. Nessa fase, o exercicio fisico agudo realizado
nao alcancou a fadiga. Logo, nossos dados demonstram que a producdo de BDNF € induzida
pelo exercicio mesmo quando ndo € alcangada a fadiga. Ademais, o exercicio fisico até a
fadiga realizado com a mesma intensidade relativa (POS-MFEL2) do pré-treinamento induziu
a um aumento das concentragdes plasmaticas de BDNF similares do PRE-MFEL1, entretanto
os valores de BDNF na fase de recuperagio foram menores no POS-MFEL2 em relagdo ao
pré-treinamento (PRE-MFELI). Portanto, o exercicio fisico cronico teve um efeito modulador
sobre o retorno das concentracoes de BDNF aos valores de repouso.

Diferentes resultados foram relatados em um estudo anterior, entretanto tais diferencas
podem estar relacionadas com e o protocolo de exercicio agudo e treinamento fisico
utilizados. Yarrow et al. (2010) demonstraram um aumento mais intenso de BDNF (ap6s
exercicio fisico agudo de for¢a) em individuos treinados em relacdo a concentracdo de BDNF
detectada antes do treinamento. Enquanto, nesse estudo, foi realizado um protocolo de
treinamento de forga, o presente trabalho utilizou um treinamento aerébio.

Finalmente, ndo foi observado correlagdo entre a concentragao plasmatica de BDNF e
o consumo maximo de oxigénio. Por outro lado, Jung et al. (2011) e Currie et al. (2009)

constataram uma relacdo inversa entre 0 BDNF sérico e 0 VOyuax. Esses autores sugeriram
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que as concentracdes mais baixas de BDNF poderiam estar relacionadas a melhora do
condicionamento cardio-respiratério em humanos sauddveis. Do mesmo modo, alguns
estudos demonstraram uma relagdo inversa entre o desempenho fisico e concentracdo de
BDNF no sangue (Chan et al., 2008; Currie et al., 2009; Nofuji et al., 2008). Nofuji et al.
(2008) demonstraram uma relacdo inversa entre a concentragdo sérica do BDNF e o exercicio
fisico didria, determinada pela contagem de passos e gasto energético. Chan et al. (2008)
detectaram uma concentracdo baixa de BDNF em um grupo fisicamente ativo quando
comparado a individuos sedentdrios. A ausé€ncia de correlacdo entre tais parametros no
presente estudo ndo € clara. O treinamento aerdbio de seis semanas promoveu aumento do
VOymax de repouso, porém ndao modificou as concentragdes plasmdticas no repouso do
BDNF, o que poderia justificar a auséncia de tal relacdo.

As acdes do BDNF circulante no exercicio fisico nao s@o totalmente compreendidas,
mas essa neurotrofina parece estar envolvida em algumas condicdes psiquidtricas e em acoes
neuroprotetoras (Nakazato et al., 2003; Lang et al., 2004; Groves, 2007; Lang et al., 2007,
Martinowich et al., 2007; Ehrlich et al., 2009; Diniz et al., 2010; Scalzo et al., 2010), e
potencialmente apresenta fun¢des imunoldgicas (Ejiri et al., 2005; Yang et al., 2006; Makar et
al., 2008). Ferris e colaboradores (2007) relataram que os aumentos transitérios do BDNF em
resposta ao exercicio fisico agudo sdo, possivelmente, o principal mecanismo responsdvel
pela relacdo entre exercicio fisico e saide neural. Além disso, tem sido relatado que as
concentracdes circulantes de BDNF apresentam-se reduzidas em algumas doencas que
possuem relacdio com a inflamacdo sist€émica de baixo grau, como as doengas
cardiovasculares (Pedersen et al., 2009). Tais condi¢des sdo positivamente afetadas pelo
exercicio fisico regular e ha trabalhos demonstrando que o exercicio fisico modula o BDNF
(Widenfalk ef al., 1999; Cotman & Berchtold, 2002; Gold et al., 2003; Rojas Vega et al.,
2006; Tang et al., 2008). Assim, sugerimos que a a¢do moduladora do treinamento aerébio
sobre as concentragdes de BDNF induzidas por exercicio fisico agudo, observada no presente
estudo, poderia estar associada ao efeito protetor do exercicio fisico regular sobre os

componentes inflamatdrios nas doengas cardiovasculares.
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8. RESULTADOS PRINCIPAIS E CONCLUSOES

e O treinamento aerdbio de seis semanas utilizado foi eficaz, visto que aumentou 0 VOomax
e a intensidade de exercicio fisico na MFEL;

e O treinamento aerébio, o periodo de seis semanas, em individuos jovens, sauddveis e
fisicamente ativos, ndo foi capaz de alterar as concentragdes circulantes de células T
reguladoras, células T ativadas e células NK; e nem as concentracdes plasmdticas de
repouso dos mediadores avaliados. Sugerindo que em individuos com tais caracteristicas,
o treinamento aerdbio utilizado ndo seria traduzido em melhora da fun¢do imune do ponto
de vista da regulagdo.

e O exercicio fisico agudo na intensidade da MFEL foi capaz de alterar as concentragdes
circulantes das citocinas, corroborando com os dados da literatura, visto que promoveu o
aumento das concentracOes plasmadticas de IL-6, sTNFR1, CXCL10/IP-10, leptina,
resistina e o BDNF detectado no momento do término do exercicio e de TNF-o, sSTNFR2,
IL-10, CXCL10/IP-10 e adiponectina no momento de recuperacdo do exercicio. Desse
modo, o exercicio fisico agudo utilizado € um estimulo inflamatério. O aumento de IL.-6
constatado apds uma sessdo de exercicio fisico agudo na intensidade da MFEL ¢
influenciada pela duracdo do mesmo.

e Apds o treinamento aerébio e em individuos que foram retestados, com a mesma
intensidade absoluta e duragdo de MFEL (MFEL1) ou para o novo valor de intensidade
absoluta (MFEL2), notamos as seguintes respostas aos exercicios fisicos agudos:

1) POS-MFEL1: O treinamento aerébio promoveu um aumento menor de IL-6, STNFR2,
leptina e BDNF e uma reducio mais rapida do sSTNFR1 no término do exercicio fisico
com a mesma intensidade absoluta do pré-treinamento, sugerindo que para esses
parametros avaliados ha treinamento. Ja as elevacdes das concentracdes de TNF-a, IL-
10, CXCL10/TP-10, resistina e adiponectina induzido pelo exercicio fisico agudo
foram similares ao pré-treinamento, logo os aumentos desses mediadores ocorrem
mesmo quando a fadiga ndo foi alcangada.

» Essas respostas diferentes, apds treinamento aerdbio, sugerem que existe um
controle fino na produgdo de citocinas, quimiocinas e adipocinas durante o
exercicio fisico agudo e que, possivelmente, esses parametros liberados em
menor esforco agudo (POS-MFELI) em relagdo ao pré-treinamento, possam ter

papel fisiol6gico dominante.
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2) POS-MFEL2: Na fase de recuperacio, o treinamento aerébio resultou em
concentracoes menores de STNFR1 e de BDNF apds exercicio fisico agudo com a
mesma intensidade relativa do pré-treinamento. Demonstrando que, o sTNFR1 e o
BDNF foram os unicos mediadores avaliados que foram influenciados pelo
treinamento de seis semanas no exercicio fisico agudo com esforco relativo similar ao

pré-treinamento.

9. CONCLUSAO GERAL

O exercicio fisico agudo na MFEL € um estimulo inflamatério, visto que induziu a
producdo de mediadores pré e anti-inflamatérios. O treinamento aerébio de seis semanas
reduz essa resposta para apenas alguns dos mediadores avaliados. Além disso, o treinamento
aerébio ndo modifica o nimero de leucdcitos circulantes, no repouso, em individuos jovens e

saudaveis.
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11. ANEXOS

ANEXO I - Parecer Comité de Etica

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n2. ETIC 261/09

Interessado(a): Prof. Mauro Martins Teixeira _
Departamento de Bioquimica e Imunologia
Instituto de Ciéncias Biologicas - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 04 de agosto de 2009, apos atendidas as solicitagdes de diligéncia, o
projeto de pesquisa intitulado "Efeitos do treinamento fisico sobre
alteragées imunoldgicas induzidas por exercicio extenuante em
humanos" bem como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apo6s o inicio do projeto.

Profa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - e-mail: coepi@prpg.ufing.br
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ANEXO II - Questionario 01

Data: Data de nascimento: / /

Nome:

Instrucoes:

® As respostas a esses questiondrios sao confidenciais.
e Somente o médico responsdvel pela sua avaliacao e os pesquisadores desse estudo terdo
acesso as suas respostas.

Vocé tem alguma queixa sobre seu estado de satde atualmente?
(Caso positivo, descreva o que sente, ha quanto tempo comegou e o que tem feito para
melhorar o problema.)

1) Quando foi seu ultimo exame médico completo? Qual foi 0 motivo?

2) Vocé teve ou tem alguma doenca ou ferimento desde seu tltimo exame médico?

3) Jéaesteve internado em hospital? Qual foi o0 motivo?

4) Jafez alguma cirurgia? Qual e quando?

5) Estd tomando regularmente algum medicamento ou pilula? Qual?

6) Alguma vez tomou algum tipo de suplemento alimentar ou vitaminas para ajudi-lo a
ganhar ou perder peso?

7) Vocé tem periodos de alergia que necessitam de tratamento médico? (pdlen,
medicamentos, comida, insetos)

8) Ja passou mal durante ou ap0ds exercitar-se?

9) Ja desmaiou durante ou depois do exercicio?

10) Ja sentiu tontura durante ou apds o exercicio?

11) Alguma vez ja teve dores no peito durante ou apos o exercicio?

12) Vocé se cansa mais rapido do que seus amigos durante o exercicio?

13) Ja teve palpitacdes, disparos do coracdo ou batimentos descontinuos?

14) Ja mediu sua pressao arterial? Qual foi o resultado?

15) Ja mediu o seu colesterol sanguineo? Qual foi o resultado?

16) Vocé ja mediu a sua glicose sanguinea? Qual foi o resultado?

17) Algum médico ja disse que voc€ tem um sopro no coragao?

18) Algum membro de sua familia ou parente morreu de problemas no coracdo ou teve morte
subita antes dos 50 anos? Quem?

19) Algum médico alguma vez proibiu ou limitou sua participacdo em esportes?

20) Vocé teve alguma infec¢@o no tltimo més?

21) Ja teve convulsdo?

22) Vocé tem dores de cabeca frequentes ou muito fortes?

23) Ja teve dorméncia ou formigamento nos bracos, maos, pernas ou pés?

24) Voceé ja usou ou usa bebida alcodlica? Qual frequéncia?



25)
26)
27)
28)
29)

30)
31)
32)
33)
34)
35)
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Vocé fuma ou ja fumou? Quantos cigarros por dia?

Vocé tosse, chia ou tem dificuldade para respirar durante ou apds o exercicio?

Vocé tem asma?

Ja usou inalador (bombinha)?

Usa ou ja usou equipamentos corretivos (joelheiras, colete de pescocgo, calcados
ortopédicos, protetores nos dentes, aparelho de surdez)?

Apresenta algum problema nos olhos ou na visao?

Seu peso esta estiavel?

Vocé faz alguma dieta para controlar seu peso?

Alguma vez teve tor¢do, distensdo ou inchaco depois de um acidente esportivo?

Ja fraturou algum osso ou luxou alguma articulagao?

Ja teve algum problema de dor ou inchaco nos musculos, tenddes, ossos ou articulagdes?
Se sim, descreva a regido onde ocorreu.

Declaro que as respostas acima estao respondidas da forma mais completa e corretas.

Assinatura do voluntario

Data: / /

Adaptado do consenso das Sociedades Norte-americanas de Pediatria, Medicina de Familia,
Medicina Desportiva, Ortopedia e Osteopatia Desportiva, 1997. In: The Physician and

Sportsmedicine, McGraw-Hill Healthcare, pnd edition, Minneapolis, New York, USA.
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ANEXO III - Questionario 02

Procedimento de coleta de sangue a vacuo

a) Voce j4 foi a um laboratdrio para fazer exame de sangue? H4 quanto tempo?

b) Houve alguma complicagdo ao retirar o sangue? Em caso afirmativo, vocé teve algum dos
seguintes sintomas?

( ) tontura ( ) suor frio ( ) palidez da face

() fraqueza () desmaio

c) Ap6s a retirada do sangue, ocorreram hematomas ou perda de sensibilidade da pele no local
da puncdo venosa?

d) Em uma escala de 01 a 10, classifique o seu incomodo em relacdo a coleta de sangue em
geral, considerando a sensa¢do de dor produzida pela agulha e 0 momento de visualizagdo do
sangue. Dentro da escala, os menores valores significam pouco incOmodo e os maiores

valores significam muito incomodo.

Pouco incomodo > Muito incémodo

Assinatura do voluntario

Data: / /
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ANEXO IV - Termo de consentimento livre e esclarecido

(DE ACORDO COM O ITEM IV DA RESOLUGAO 196/96 DO CNS)

Vocé estd sendo convidado para participar do projeto de pesquisa de doutorado intitulado:
“Efeitos do treinamento aerébio em parametros imunolégicos e metabdlicos basais e induzidos
por exercicio fisico agudo em humanos” que sera realizado pelo Laboratério de Imunofarmacologia
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas em parceria com o Laboratério de Fisiologia do Exercicio da
Escola de Educacdo Fisica, Fisioterapia e Terapia Ocupacional, ambos da Universidade Federal de
Minas Gerais. Todas as coletas de dados serdo realizadas no Laboratério de Fisiologia do Exercicio.

O objetivo deste estudo serd avaliar os efeitos do treinamento fisico de seis semanas sobre a
quantidade de células e produgdo de proteinas no sangue envolvidas em processos inflamatdrios e anti-
inflamatdrios em repouso e apds um exercicio intenso.

Primeiramente, vocé realizard uma avaliacdo médica para saber se poderd participar do estudo
e, entdo, vocé passard por uma avaliacdo fisica. Os resultados dessas avalia¢Ges serdo entregues a vocé
ao final da pesquisa. Apds essas avaliacdes, serdo coletados 10mL de sangue do seu brago para andlise
das células.

Em seguida, vocé realizard exercicios em bicicleta ergométrica. Entre cada um dos exercicios,
havera um periodo de, no minimo, 72 horas, em que vocé ndo podera realizar exercicios fisicos. Serdo
realizados 3 testes diferentes:

Teste 1: Nesse primeiro teste, vocé realizard um exercicio com cargas (pesos) crescentes. De 3
em 3min, a carga serd aumentada e vocé deverd pedalar em velocidade constante até o maximo que
conseguir. Antes desse teste, a cada 3min durante o exercicio e 1, 3, 5 e 10min apds o término do
exercicio serd coletada uma pequena quantidade (25 microlitros) de sangue do lobo da orelha.

Teste 2: Nesse teste, vocé realizarda um exercicio com intensidade constante. Vocé devera
pedalar em velocidade constante durante 30min. Esse teste devera serd realizado 3 a 4 vezes (em dias
diferentes com intervalo minimo de 72 horas). Antes desse teste e de 5 em 5Smin durante a realiza¢do
do exercicio, serd coletada uma pequena quantidade (25 microlitros) de sangue do lobo da orelha.

Teste 3: Apds a andlise dos resultados dos testes anteriores, um pesquisador definird a
intensidade em que serd realizado o dltimo teste. Nesse teste, vocé deverd pedalar com a intensidade
definida a uma velocidade constante até o mdximo de tempo que conseguir (até a fadiga). Antes desse
teste e de 10 em 10min durante a realizagdo do exercicio, serd coletada uma pequena amostra (25
microlitros) de sangue do lobo da orelha.

Durante o periodo preparatério para o terceiro teste, um pesquisador, devidamente treinado,
afixard, com auxilio de uma agulha, uma canula pléistica fina, em uma veia do seu antebraco para
coleta de sangue. Essa canula permanecerd afixada nessa regido até o final do exercicio. As amostras

de sangue serdo coletadas nos seguintes momentos: em repouso (antes do exercicio), imediatamente
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apos a fadiga e 10, 30 e 60min apds o término exercicio. Em cada momento, serdo coletados SmL de
sangue. Essas amostras serdo utilizadas para andlise das proteinas.

Em todos os momentos de coleta de sangue no lobo da orelha, serdo utilizadas lancetas
descartdveis. Pode haver algum desconforto, mas tal procedimento é bem tolerado por todos.

Os seguintes critérios serdo considerados para a interrup¢io de qualquer um dos testes:

e Vocé solicitar o término do exercicio;

® Vocé der nota igual a 20 na escala de Percepc¢do Subjetiva do Esfor¢co — o que corresponde a um
exercicio exaustivo/maximo (um pesquisador dard explicagdes a vocé sobre essa escala);

¢ A freqiiéncia cardiaca ndo se elevar mesmo aumentando de intensidade;

® Os pesquisadores notarem a presenca de sintomas como tontura, confusdo, falta de coordenagdo
dos movimentos, palidez, pele azulada, ndusea, pele fria e imida.

Ap6s a realizagdo dos testes descritos acima, ocorrerd um treinamento fisico que serd realizado
trés vezes por semana em bicicleta ergométrica, com dura¢do aproximada de 24 a 39min. O
treinamento terd a duracdo de 6 semanas. Em todas essas situacdes, um pesquisador estard presente
monitorando todas as atividades realizadas. Apds o fim do treinamento fisico, todas as avaliacdes e
testes relatados anteriormente serdo repetidos. Além disso, vocé realizard mais um teste até a fadiga
(teste 3) com uma nova intensidade.

Durante a pesquisa, vocé poderd apresentar dores musculares, durante ou apds os exercicios, e
sensacdo de cansaco, que devem desaparecer entre 2 e 5 dias. Hematomas também podem aparecer no
local da colheita de sangue, regredindo no mdximo apds uma semana. Riscos gerais que envolvem a
pratica de atividades fisicas devem ser considerados, como lesdes musculo-esqueléticas, traumatismo
em geral e ataques cardiacos. Entretanto, vocé realizard um exercicio fisico em condi¢des laboratoriais
estritamente controladas, com procedimentos tecnicamente bem executados.

Como beneficio, essa pesquisa € uma boa oportunidade para vocé aprender como o seu préprio
organismo se ajusta diante de um periodo de treinamento fisico. Além disso, vocé receberd os
resultados de todas as avaliagdes fisicas e dos testes. Caso seja do seu interesse, os pesquisadores
interpretardo e apresentardo todos os resultados para vocé saber como foi o seu desempenho ao longo
dos testes.

Nao estd prevista qualquer forma de remuneracdo ou pagamento de eventuais despesas
médicas para os voluntirios. Todas as despesas especificamente relacionadas com o estudo sdo de
responsabilidade do Laboratério de Imunofarmacologia do Instituto de Ciéncias Biol6gicas da UFMG.

Além disso, vocé dispde de total liberdade para esclarecer questdes que possam surgir durante
o andamento da pesquisa. Qualquer ddvida, por favor, entre em contato com o0s pesquisadores
responsaveis pelo estudo: Mauro Martins Teixeira (orientador), tel. 3409-2651 e Tatiana Ramos
Fonseca (doutoranda), tel. 96747898.

Vocé também poderd recusar-se a participar deste estudo e/ou abandond-lo a qualquer

momento, sem precisar se justificar. Voc€ também deve compreender que os pesquisadores podem
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decidir sobre a sua exclusdao do estudo por razdes cientificas, sobre as quais voc€ serd devidamente
informado.

Todos os seus dados sdo confidenciais, sua identidade ndo serd revelada publicamente em
hipétese alguma e somente os pesquisadores envolvidos neste estudo terdo acesso a essas informacoes

que serdo utilizadas para fins de pesquisa.

CONSENTIMENTO

Concordo com tudo o que foi exposto acima e, voluntariamente, aceito participar deste estudo,
que serd realizado no Laboratério de Imunofarmacologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas com
parceria do Laboratério de Fisiologia do Exercicio da Escola de Educacdo Fisica, Fisioterapia e
Terapia Ocupacional, ambos da Universidade Federal de Minas Gerais. Os resultados dessa pesquisa

serdo utilizados na elaborag@o de uma tese de doutorado.

Belo Horizonte, de de 2009

Assinatura do voluntario:

Assinatura da testemunha:

Declaro que expliquei os objetivos deste estudo para o voluntério, dentro dos limites dos meus

conhecimentos cientificos.

Tatiana Ramos Fonseca Dr. Mauro Martins Teixeira
Doutoranda / Pesquisadora Prof. Titular do ICB — UFMG

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da Universidade Federal de Minas Gerais e pela Camara do
Departamento de Bioquimica e Imunologia do Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal de Minas Gerais. Qualquer
consideracdo ou reclamagdo, entre em contato com o COEP/ UFMG: Av. Antonio Carlos, 6627. Unidade Administrativa II, 2° andar, sala

2005. Campus Pampulha. Belo Horizonte — MG CEP 31270-901. Tel: 34094592. E-mail: coep @prpq.ufmg.br.



