GIANE AMORIM RIBEIRO-SAMORA

AVALIAGAO DOS MARCADORES INFLAMATORIOS E DO
BALANGO REDOX DURANTE O EXERCICIO FiSICO, EM

INDIVIDUOS COM INSUFICIENCIA CARDIACA CRONICA

Belo Horizonte
Escola de Educacao Fisica, Fisioterapia e Terapia Ocupacional/lUFMG
2012



GIANE AMORIM RIBEIRO-SAMORA

AVALIAGAO DOS MARCADORES INFLAMATORIOS E DO
BALANGO REDOX DURANTE O EXERCICIO FiSICO, EM

INDIVIDUOS COM INSUFICIENCIA CARDIACA CRONICA

Tese apresentada ao Programa de Pés-Graduagdo em
Ciéncias da Reabilitagdo da Escola de Educacédo Fisica,
Fisioterapia e Terapia Ocupacional, da Universidade
Federal de Minas Gerais, como requisito a obtencdo do
titulo de Doutor em Ciéncias da Reabilitagéo.

Area de concentracéo: Desempenho Funcional Humano.
Orientadora: Prof?. Dr?. Raquel Rodrigues Britto

Coorientadora: Prof2. Dr2. Luiza Antas Rabélo

Belo Horizonte
Escola de Educacgao Fisica, Fisioterapia e Terapia Ocupacional/lUFMG
2012



U F m G » EEFFT~0

ESCOLA DE EDUCACAQ
FISICA, FISIOTERAPIA E
TERAPIA OCUPACIONAL

COLEGIADO DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS EM REABILITAGAO
DEPARTAMENTOS DE FISIOTERAPIA E DE TERAPIA OCUPACIONAL
SITE: www.eeffto.ufmg.brimreab E-MAIL: mreab@eeffto.ufmg.br FONE/FAX: (31) 34094781

ATA DE NUMERO 17 (DEZESSETE) DA SESSAO DE ARGUICAO E DEFESA DE
TESE APRESENTADA PELA CANDIDATA GIANE AMORIM RIBEIRO SAMORA DO
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS DA REABILITAGAO.-.-.-.-.-.-.-.-.-.

Aos 30 (trinta) dias do més de margo do ano de dois mil e doze, realizou-se na Escola
de Educagdo Fisica, Fisioterapia e Terapia Ocupacional, a sessdo publica para
apresentacdo e defesa da tese intitulada: “AVALIAGAO DOS MARCADORES
INFLAMATORIOS E DO BALANQO REDOX DURANTE O EXERCICIO FiSICO, EM
INDIVIDUOS COM INSUFICIENCIA CARDIACA CRONICA”. A comissdo examinadora foi
constituida pelos seguintes Professores Doutores: Raquel Rodrigues Britto, Hugo Celso
Dutra de Souza, Luci Fuscaldi Teixeira-Salmela, Danielle Aparecida Gomes Pereira,
Claudia Lopes Penaforte sob a presidéncia da primeira. Os trabalhos iniciaram-se as
08:30 horas com apresentagédo oral da candidata, seguida de arglicdo dos membros
da Comissdao Examinadora. Apds avaliagdo, os examinadores consideraram a
candidata aprovada e apta a receber o titulo de Doutor apés a entrega da versao
definitiva da Tese. Nada mais havendo a ftratar, eu, Eni da Concei¢do Rocha,
secretaria do Colegiado de Pés-Graduagdo em Ciéncias da Reabilitagdo dos
Departamentos de Fisioterapia e de Terapia Ocupacional da Escola de Educagao
Fisica, Fisioterapia e Terapia Ocupacional, lavrei a presente Ata, que depois de lida e
aprovada sera assinada por mim e pelos membros da Comissdo Examinadora. Belo
Horizonte, 30 de margo de 2012.

)
Professora Dra. Raquel Rodrigues Britto AL g 772 ééé'/

Professor Dr. Hugo Celso Dutra de Souza

Professora Dra. Luci Fuscaldi Teixeira-Salmela

Professora Dra. Danielle Aparecida Gomes Pereira_ l

7 7 —7‘;_—
Professora Dra. Claudia Lopes Penaforte J@%‘:‘/WC(

Eni da Conceicdo Rocha mLL( € 22 'bdf‘“ ofo (/6)‘/) 7.2
Secretaria do Colegiado de Pés-Graduagdo em Ciéncias da Reabilitagéo

Av. Antdnio Carlos, n? 6627, Pampulha — 31270-901 — Belo Horizonte — MG - Brasil

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS Tel.: (031) 3409-2303 - E-mail: eeffto-dir@ufmg.br




EEFFTO
U F m G ESCOLA DE EDUCAGAQ

FISICA, FISIOTERAPIA E
TERAPIA OCUPACIONAL

COLEGIADO DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS EM REABILITAGAO
DEPARTAMENTOS DE FISIOTERAPIA E DE TERAPIA OCUPACIONAL
SITE: www.eeffto.ufmg.brimreab E-MAIL: mreab@eeffto.ufmg.br FONE/FAX: (31) 34094781

PARECER

Considerando que a Tese de Doutorado de GIANE AMORIM RIBEIRO SAMORA intitulada
“AVALIAGAO DOS MARCADORES INFLAMATORIOS E DO BALANGO REDOX DURANTE O
EXERCICIO FiSICO, EM INDIVIDUOS COM INSUFICIENCIA CARDIACA CRONICA”, defendida
junto ao Programa de Pés-Graduagéo em Ciéncias da Reabilitagao, nivel: Doutorado cumpriu
sua fungdo didatica, atendendo a todos os critérios cientificos, a Comissdo Examinadora
APROVOU a Tese de doutorado, conferindo-lhe as seguintes indicagées:

Nome do Professor (a)/Banca Aprovagao Assinatura N o

Profa. Dra. Raquel Rodrigues Britto 2PLoVADY | 2222 )

Prof. Dr. Hugo Celso Dutra de Souza ASRDUADD W dh, e >
Profa. Dra. Luci Fuscaldi Teixeira-Salmela A gvadlo . W—é& ;
Profa. Dra. Danielle Aparecida Gomes Pereira | 4r4ovano s = ‘
Profa. Dra. Claudia Lopes Penaforte ArROA PO I

Belo Horizonte, 30 margo de 2012.

/;j % 1‘?/ ]
Colegiado de Pés-Graduagio em

Av. Antdnio Carlos, n? 6627, Pampulha — 31270-901 — Belo Horizonte — MG — Brasil
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS Tel.: (031) 3409-2303 - E-mail: eeffto-dir@ufmg.br




Aos meus pais, que me deram a vida
e ensinaram-me a vivé-la com

dignidade, minha eterna gratidao.



AGRADECIMENTOS

Chegou o momento de agradecer a todos que me ajudaram a fazer com que este
trabalho se concretizasse. Alguns doaram parte do seu tempo para me ajudar nas
coletas, outros compreenderam a minha auséncia e estiveram presentes em meu

coragao e outros ofereceram um “ombro amigo” nos momentos mais dificeis...

Enfim, foram quatro anos de muito estudo e aprendizado, em busca de um sonho

nascido ainda na graduagao, ha quase 20 anos... Mas, valeu a pena!!!

Agradeco a todos de coracgao!

A Prof®. Raquel Rodrigues Britto, pesquisadora e profissional séria e competente.
Obrigada pela confianga, disponibilidade e orientagbes que tornaram possiveis este

trabalho. Foi um privilégio té-la como orientadora.

A Prof®. Luiza Antas Rabélo, minha co-orientadora e amiga de longa data que,
mesmo estando do outro lado do mundo, minimizou 0 meu “estresse oxidativo”.
Obrigada pelo apoio nas dosagens, discussdes e também pela maravilhosa

hospedagem.

A Prof®. Leani Souza Maximo Pereira, pelo auxilio técnico-cientifico na parte de

inflamacéo e pelo respeito e cordialidade que sempre pautaram a nossa relagao.

A Prof®. Danielle Gomes Pereira, minha amiga Dani, parceira antiga, desde os
tempos do UniBH. Precisamos retomar “os trabalhos”, como dizia nossa amiga

Adriana Parentoni...



A Prof®. Luci Fuscaldi Teixeira-Salmela, quem me inspirou a seguir o caminho
académico. Guardo como um prémio, aquela copia da sua dissertagcdo de mestrado.

Se hoje estou aqui, a responsabilidade foi sua...

Em especial, aos professores Verdnica Parreira e Marcelo Velloso pelo apoio, auxilio

técnico e disponibilidade.

A Prof®. Glaucevane Guedes (UFAL) e a Daniele Sirineu (UFMG), pelo grande

auxilio nas dosagens bioquimicas.

Aos companheiros do LabCare-UFMG, pela agradavel convivéncia.

A Danielle Soares, Isabela Sclauser, Ana Carolina Ferreira, Roseane Rodrigues,
Michelle Favero, Bruna Vieira, Susan Lage, Aline Andrioni e Fernanda Soares

Corréa, pessoas especiais que fizeram a minha caminhada ser mais leve.

De modo especial, a Dayane Montemezzo, Maria Luiza Carvalho, Maria Clara
Alencar, Otavia Vieira e Priscilla Kristel. Sem vocés, eu dificiimente teria conseguido

finalizar as coletas. Muito obrigada!

Aos funcionarios dos Departamentos de Fisioterapia e Terapia Ocupacional da

UFMG, em especial a Marilane Soares, pela presteza e disponibilidade.

As queridas, Lygia Lustosa e Adriana Parentoni, pelas conversas divertidas e apoio

nos momentos mais criticos.

A Livia Lazzarotto, minha “chefe” e amiga. Obrigada pelo carinho, incentivo e

liberagbes estratégicas.



A Rosinha, um anjo que Deus pds em minha vida. Obrigada por cuidar de mim e da

minha familia.

A Lorena Amorim, minha afilhada que também fez parte do mutirdo da campanha

“Yamos ajudar a Giane a terminar o doutorado?”

Aos meus pais, Ribeiro e Delza, e aos meus irmaos, Marcio e Luciana, pela ajuda

nas horas mais dificeis. Obrigada por poder contar com vocés!

A Juliana, minha filha. Vocé foi o maior e melhor de todos os meus projetos! Fico
feliz em ouvir vocé dizer que vai querer fazer Doutorado, quando crescer... Espero
que eu tenha conseguido driblar bem os momentos em que precisei ficar ausente. A

mamae te ama!

Ao meu grande amor, Marcio Samora, que esteve ao meu lado nos ultimos 25 anos,

me incentivando e me apoiando. Obrigada pela paciéncia!

E, por fim, a ti, Senhor, por permitir a concretizacdo de um mais esse sonho e por

estar ao meu lado nessa grande e magnifica jornada que € a vida.



“Sede como os pdassaros que, ao
pousarem um instante sobre ramos
muito leves, sentem-nos ceder, mas
cantam! Eles sabem que possuem asas”.

(Victor Hugo)



SUMARIO

T INFREBUC AT cosseotiimii ittt il oo i gl e 17
2 REVISAO DE LITERATURA ...ucuuxamsuunsases sess sesssssssssassssasasasnsssmsmsenssssssessansssess 19
2.1 \ngrrsienels BardiEaa s it st s st an S st S 1Y 19
2.2 Inflamacgéo, exercicio fisico e insuficiéncia cardiaca .........ccccccceeiieeeeieeeeeeeeen. 23
2.3 Estresse oxidativo, exercicio e insuficiéncia cardiaca ...............ccccccccueienneen. 27
3 MATERIAIS E METODOS ......ccccccemimecnmmsmsmarasssarasmsssessasasasssassssassassssanarassssenss 31
3.1 Cuidados éticos e local da pesquiSa ...........eiieeeiieiieiiieeeee e 31
Sl T CB BRI - s s umsiomsosy st s Ao 2058 S B A AR g9
BB TNMIOBITR yicnunicr s esias spsimninibinnin s o S AR AW B T A B e g9
2:.3:1 Criterios de MESED .uwmummimsmmisnstams i s s 0,
S.3:2 Chiteos de 8ReIUSE0 " mspsinimmmismsismi ey s 23
3:3:3 Caloulo ameBIral - ..o racsismsssimmmimmmidesyi i ainmieis misig 23
QR Te el 1T (5 A SN S I S SIS RN SV WY S S 34
3.4.1 Teste de esforgo cardiopulmonar — TECP ..., 34
3.4.2 Perfil de Atividade Humana — PAH ......cccciirncirniinnicensasincsnens 38
3.4.3 Teste de caminhada de seis minutos — TCB' ............ccccooiiiiiiiiiiiiiiieee 42
2.2 BOAlISEE. DIGRUINTICHE - . oo mmpmmeih s ammssti d b A s A g sses 44
S8 QT s R ) SN LENE SO £ L WETLIE L1 e I LT e o) CE L e £ 45
:0:2 Etresse ORidaliVO ooaimsssimssiismesmemimisie st mes s gy 45

5.0 Analige eSIABUCE cuasrmmyiss s rosomsbonssss sommmsss R Syssvers 4t vermsavs 1s 55 46



4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....ooooireecrerere e e resasesssseesesssesesesessssssasssaens 48

A Faliae ] v il sl el 49
0 L T R NN O SO RV S PN 1 RONETS W T N 71
5 CONSIDERAGOES FINAIS ......coeveeeecrcrereaeresssssssesssssssssesssssssssssssssssssssssssesssnens 88
REFERENCIES. s cobos i boasiinsoi et 90

BANEREIE s o sormscoasin iw o nusorsoumse e s cionees 2 05 s sxsoesiss s s 45 Sxnauions 59 4 SRR Os R s 105



LISTAS DE ABREVIATURAS E SIGLAS

BNP: pepitideo natriurético do tipo B

CAT: catalase

DC: débito cardiaco

DNA: acido desoxirribonucleico

EAA: escore ajustado de atividade

EDTA: acido etilenodiamino tetra-acético
ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay
EMA: escore maximo de atividade

eNOS: oxido nitrico sintase endotelial

EOV: oscilagao ventilatéria ao exercicio
ERO: espécie reativa de oxigénio

FC: frequéncia cardiaca

FEVE: fracdo de ejegdo ventricular esquerda
GSH-Px: glutationa peroxidase

H2O,: perdxido de hidrogénio

IC: insuficiéncia cardiaca

IL-1: interleucina-1

IL-10c interleucina-1o

IL-1B: interleucina-1f3

IL-1ra: antagonista do receptor da interleucina-1
IL-6 : interleucina-6

IL-6R: receptor da interleucina-6

IL-10: interleucina-10



IL-18: interleucina-18

INFy: interferon-gamma

iINOS: 6xido nitrico sintase indutivel

MDA: malonildialdeido

MET: equivalente metabdlico

NADH: nicotinamida adenina dinucleotideo

NADPH: nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
NADPH-ox: nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato-oxidase
NF-kB: fator de transcricao nuclear kappa B

NOS: 6xido nitrico sintase

NYHA: New York Heart Association

O2: oxigénio

OH: radical hidroxil

OUES: eficiéncia da inclinagdo do consumo de oxigénio
PA: pressao arterial

PAH: Perfil de Atividade Humana

PSE: percepgéo subjetiva de esforgo

SOD: superoxido dismutase

SODec: superdxido dismutase ligada ao endotélio

SpO.: saturagao periférica de oxigénio

sTNFR1: receptor soluvel 1 do fator de necrose tumoral alfa
sTNFR2: receptor soluvel 2 do fator de necrose tumoral alfa
TBARS: substancia reativa ao acido tiobarbiturico

TCG6’: teste de caminhada de seis minutos

TECP: teste de esfor¢o cardiopulmonar



TNF-o: fator de necrose tumoral alfa

VCO2: producédo de didxido de carbono

Ve/VCOg: relagao ventilagao-minuto e produgao de didxido de carbono
Ve/VCO; slope: inclinagao da relagao Ve/VCO-

VE: ventilagédo-minuto

VOg2: consumo de oxigénio

VO2LA: consumo de oxigénio no limiar anaerdbico

VOzomax: consumo maximo de oxigénio

VOgpico: consumo de oxigénio de pico



RESUMO

A insuficiéncia cardiaca (IC) € uma sindrome complexa que resulta tanto em
disfungdo cardiaca quanto em alteragbes bioquimicas, neuro-hormonais,
inflamatorias e estresse oxidativo. Tanto a inflamag&o quanto o estresse oxidativo
estdo relacionados a patogénese e a progressdo da doenga e contribuem para a
baixa capacidade funcional desses pacientes. A avaliagdo da capacidade funcional
apresenta um importante valor clinico, pois traz informagdes progndsticas, fornece
dados para prescri¢cado de exercicios fisicos e pode ser um indicador de atividades de
vida diaria. O teste de caminhada de seis minutos (TC6°), o questionario Perfil de
Atividade Humana (PAH) e o teste de esforgco cardiopulmonar (TECP) sé&o
instrumentos que mensuram direta ou indiretamente a capacidade funcional. Além
disso, o exercicio fisico é reconhecido como terapéutica coadjuvante capaz de
atenuar as alteracdes fisiopatologicas da IC e promover melhora da qualidade de
vida. Nesse sentido, a primeira parte desta tese teve o objetivo de comparar os
efeitos agudos de exercicios, de diferentes intensidades e duragdo, sobre os
marcadores inflamatoérios, STNFR1 (receptor soluvel-1 do fator de necrose tumoral
alfa) e IL6 (interleucina-6), e sobre o estresse oxidativo (malonildialdeido — MDA e a
atividade das enzimas antioxidantes: catalase - CAT e superoxido dismutase —
SOD), em individuos com IC. Métodos: 18 pacientes com IC (45,4 + 11,3 anos,
fracdo de ejecdo ventricular esquerda: 36,7 + 10,3%), realizaram trés sessdes de
exercicios: M30 — moderada intensidade (60%VO,pico) por 30 minutos; L30 — leve
intensidade (40% VOgpico), 30 minutos e L45 — leve intensidade por 45 minutos
(isocaldérico M30). Analises sanguineas foram realizadas antes do exercicio (pré),
imediatamente apos (pdés) e 1h apods o final de cada sessdo (1h apds), para
determinagdo de sTNFR1, IL6, MDA, CAT e SOD. Resultados: em M30 houve um
aumento de sTNFR1 e MDA pés-exercicio (p<0,05), seguido pelo aumento de IL6 e
CAT 1h apos (p,0,05). Em L30 foi observado apenas o aumento de IL6 pos-exercicio
(p<0,05) e nenhuma alteragéo significativa nos niveis de sTNFR1, MDA, CAT e
SOD. Em L45 houve aumento de MDA poés-exercicio (p<0,05) e de CAT 1h apés
(p<0,05), semelhante ao que ocorreu em M30. Conclusdes: A intensidade do
exercicio foi o fator mais determinante para os ajustes fisioldgicos do que a duracéo.

O exercicio M30 promoveu um maior estimulo estressor tanto pro-inflamatério e pro-



oxidante, quando comparado aos exercicios L30 e L45. Em resposta ao estresse do
exercicio, houve uma ag&o anti-inflamatéria e ativagdo do sistema de defesa
antioxidante, 1h ap6s o exercicio M30. O segundo estudo, objetivou avaliar a
validade do PAH em estimar a capacidade funcional de individuos com IC e avaliar a
sua associagao com as variaveis relacionadas a funcionalidade, como a distancia
percorrida no TC6’. Métodos: 62 individuos com IC, média de idade: 47,98 + 10,84
anos, classes | a lll da NYHA, realizaram um TECP e responderam o questionario
PAH. E, em outro dia, realizaram o TC6". Foram analisados o consumo de oxigénio
de pico (VO pico) medido no TECP e o estimado no PAH, além da distancia
percorrida no TC6". A concordancia entre o VOypico medido versus o estimado foi
avaliada pelo método de Bland-Altman. A validade concorrente do PAH com a
distancia no TC6" foi verificada pela analise de regressédo linear. Resultados: n&o
houve concordancia entre VO,pico medido versus o estimado. A distancia percorrida
no TC6' apresentou uma moderada correlacdo com o VOypico do PAH (r=0,62;
p<0,0001). Conclusdo: a estimativa do VOgpico por meio do PAH néo foi
concordante com a medida padrdo-ouro do TECP. Por outro lado, o PAH se
associou moderadamente com um outro preditor de capacidade funcional, o TC6', e
conseguiu diferenciar as classes funcionais da NYHA, sendo, portanto, um
instrumento util para avaliacdo do estado funcional e da limitacao ao exercicio fisico

nesses pacientes.

Palavras-chave: Insuficiéncia cardiaca. Inflamagao. Estresse oxidativo. Exercicio.

Capacidade funcional. Reprodutibilidade.



ABSTRACT

Heart failure (HF) is a complex syndrome that results both in heart dysfunction and
biochemical, neurohormonal, inflammatory and oxidative stress alterations.
Inflammation and oxidative stress are related to the disease's pathogenesis and
progression and contribute to the low functional capacity of these patients. The
functional capacity assessment is of important clinical value, since it has prognostic
information, gives data for physical exercise prescription and can be an indicator of
activities of daily living. The 6-minute walking test (6’'WT), the Human Activity Profile
questionnaire (HAP) and the Cardiopulmonary Exercise Testing (CPET) are
instruments that measure functional capacity directly or indirectly. Furthermore,
physical exercise is recognized as an adjuvant therapeutic able to reduce the
pathophysiological alterations of HF and promote an enhancement in quality of life. In
this regard, the aimed of the first part of this study was to compare the effects of
three exercises of different intensities and durations on the inflammatory markers
sTNFR1 and IL-6 and on the oxidative stress (malondialdehyde- MDA and the activity
of the antioxidant enzymes: catalase — CAT and superoxide dismutase — SOD) in
individuals with chronic heart failure (HF). Methods: 18 patients with HF (45.4+11.3
years old, left ventricular ejection fraction: 36.7 + 10.3%, NYHA | - 1ll), performed
three exercise sessions: M30 — moderate intensity (60% VOzpeak) for 30 minutes;
L30 — mild intensity (40% VOpeak) for 30 minutes and L45 — mild intensity for 45
minutes (M30 isocaloric). Blood analysis was performed before the exercise
(baseline), immediately after (after) and 1 hour after the end of each session (after
1h), in order to determine sTNFR1, IL-6, MDA, CAT and SOD. Results: In M30 there
was an increase of sTNFR1 and MDA immediately after exercise, followed by an
increase of IL-6 and CAT after 1h. In L30, only an increase of IL-6 after exercise was
observed and no significant alterations on the STNFR1, MDA, CAT and SOD levels.
As for exercise L45, there was an increase of MDA after exercise and of CAT after
1h, similar to what occurred for M30. Conclusions: The exercise intensity was a
more determining factor for the physiological adjustments than the exercise duration.
The moderate intensity exercise for 30 minutes (M30) promoted a larger stressor
stimulus both pro-inflammatory and pro-oxidative, when compared to exercises L30



and L45. In response to this stressor stimulus, after 1h there was an anti-
inflammatory action of IL-6 inhibiting the expression of TNF-a, as well as the
activation of the enzyme antioxidant system, expressed by the CAT increase. The
second study aimed at assessing the HAP’s validity in estimating the functional
capacity of individuals with HF and its association with the variables related to
functionality, such as distance walked in the 6'WT. Methods: 62 individuals with HF,
average age of 47.98 + 10.84 years, NYHA classes | to lll, performed a CPET and
answered the HAP questionnaire. On another day, they performed the 6'WT. The
peak oxygen consumption (VOzpeak) measured by CPET and the one estimated by
the HAP as well as the distance walked on the 6'WT were assessed. The agreement
between measured VO,peak versus estimated VO,peak was assessed by the Bland-
Altman method. The concurrent validity of HAP with the distance walked on the 6'WT
was verified by linear regression analysis. Results: there was no agreement between
measured VOypeak versus estimated VOypeak. The distance walked on the 6'WT
showed a moderate association with the VOspeak of the HAP (r=0.62; p<0.0001).
Conclusion: the estimation of VOspeak by the HAP did not agree with the gold
standard measure of CPET. On the other hand, the HAP was moderately associated
to another functional capacity predictor, the 6'WT, and was able to differentiate the
NYHA functional classes. It is, thus, a useful instrument to assess the functional state
and limitation to physical exercise of these patients.

Keywords: Heart failure. Inflammation. Oxidative stress. Exercise. Functional

capacity. Reproducibility.
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1 INTRODUGAO

A insuficiéncia cardiaca (IC) é descrita como uma complexa sindrome clinica,
caracterizada por uma incapacidade primaria do coragcdo em manter um débito
cardiaco (DC) adequado para atender as necessidades metabdlicas (KEMP &
CONTE, 2012), associada a uma inabilidade tecidual secundaria em utilizar o
oxigénio ofertado (PINA et al., 2003). As alteragbes periféricas presentes na doenca
mostram estreita relagdo com a reduzida capacidade funcional e contribuem para a
baixa tolerancia ao esforco (PINA, 2010; GUIMARAES et al., 2008; NEGRAO &
MIDDLEKAUFF, 2008; PIEPOLI et al., 2006; KO & MCKELVIE, 2005).

Associado a ativagdo neuro-hormonal, a ativagcdo inflamatéria também esta
aumentada na doenga (BRAUNWALD, 2008). Os niveis elevados de citocinas pro-
inflamatérias, especialmente o fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) e as
interleucinas 1B e 6 (IL-1B e IL-6), estdo relacionados a um pior prognéstico
(BATISTA JR. et al., 2009; ORUS et al., 2000). O TNF-a &€ um polipeptidio que atua
em quase todos os tipos de células nucleadas, na sua forma soluvel ou por meio de
dois tipos de receptores de membrana: tipo 1 (STNFR1), o mais forte e preciso
indicador prognostico inflamatoério de mortalidade em pacientes com IC
(RAUCHHAUS et al., 2000) e tipo 2 (sTNFR2) (ANKER & VON HAEHLING, 2004;
ADAMOPOULOQOS et al., 2001). A IL-6 & uma citocina produzida em resposta a
infecgcéo, a producéo de IL-1, interferon-gamma e TNF-a (EL-MENYAR, 2008), mas
parece exercer um papel tanto inflamatério (GUASH et al., 2010; BATISTA JR. et al.,
2009) como anti-inflamatério (PEDERSEN & FEBBRAIO, 2008; STEENSBERG et
al., 2002). Concentragdes elevadas de IL-6 estdo associadas a um pior progndstico
(EL-MENYAR, 2008) e a sua acao anti-inflamatéria se da pela inibicdo da expresséo
do TNF-o. e da IL-1 e esta vinculada a sua produg&o muscular local (PEDERSEN &
FEBBRAIO, 2008; PEDERSEN & FISCHER, 2007).

O estresse oxidativo ocorre quando o sistema oxidante sobrepbe-se a defesa
antioxidante do organismo, sendo definido como “um estado em que a exposigcéao a

radicais livres ou outros oxidantes representam um desafio para a fungdo normal”
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(DAVIES, 1993). Esse processo também é conhecido como desbalango redox e
pode exercer efeitos deletérios sobre a fungdo endotelial, assim como sobre a
patogénese e progressao da IC (BRAUNWALD, 2008). Além disso, a inflamacao, a
ativacdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona e do sistema nervoso
autbnomo simpatico aumentam os niveis circulantes de catecolaminas e,
consequentemente, o estresse oxidativo. Estudos clinicos e experimentais em IC
descreveram a presenca do desbalanco redox, caracterizado tanto pelo aumento da
atividade pro-oxidante quanto pela diminuicdo nos mecanismos de defesa
antioxidante (BLUM, 2009; CASTRO et al., 2008; MIRANDA et al., 2006; KAMEDA et
al., 2003). O estresse oxidativo e a inflamacao estdo interligados pela ativacédo do
fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB). Assim, as espécies reativas de
oxigénio (ERO) podem promover inflamag&o e disfungdo endotelial e vice-versa
(KOTLYAR et al., 2006).

O exercicio fisico pode, agudamente, induzir ao estresse oxidativo e a inflamacao,
em um primeiro momento (STEENSBERG et al., 2002), seguido pela ativacdo dos
sistemas de defesa antioxidante (BELVIRANLI & GOKBEL, 2006) e anti-inflamatério
(PEDERSEN & FISCHER, 2007).

Assim, a primeira parte desta tese teve o objetivo de avaliar o efeito agudo da
intensidade e da duragdo do exercicio sobre os parametros inflamatérios e sobre o
estresse oxidativo, em pacientes com IC, das classes | a lll da New York Heart
Association (NYHA).

A segunda parte discutira a validade do questionario Perfil de Atividade Humana
(PAH) em estimar a capacidade funcional de pacientes com IC, além de avaliar a

associacao desse instrumento com o teste de caminhada de seis minutos (TC6’).

A capacidade funcional é definida pelo American College of Sports Medicine (ACSM)
(GARBER et al., 2011), como:

a capacidade de realizar tarefas didrias com vigor e disposi¢éo, sem fadiga
excessiva e com ampla energia para usufruir do lazer e para atender os
imprevistos. A sua operacionalizagdo se da como um conjunto de atributos e
habilidades mensuraveis que incluem capacidade cardiorrespiratéria,
equilibrio, agilidade, tempo de reagdo e poténcia. E atividade fisica é
qualquer movimento produzido pelos musculos esqueléticos que resulta em
dispéndio energético acima dos niveis basais.
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A avaliagdo da capacidade funcional de pacientes com IC é indispensavel para a
estratificacédo de risco e avaliacdo progndéstica. Deste modo, o teste de esforco
cardiopulmonar (TECP) tem sido considerado o método padrdo-ouro para esta
finalidade (INGLE, 2008). Entretanto, devido ao elevado custo do equipamento, a
necessidade de uma equipe treinada e de uma infraestrutura adequada para
realizacdo do teste, seu uso rotineiro ainda é limitado. Neste sentido, testes
submaximos tém sido propostos como uma alternativa para avaliar o estado
funcional desses pacientes. Assim, o teste de caminhada de seis minutos (TC6°) tem
surgido como uma opgéo viavel, reprodutivel (INGLE et al., 2007), além de ser um
indicador de atividades de vida diaria (CRAPO et al., 2002).

O PAH é um instrumento desenvolvido para estimar a capacidade funcional e o nivel
de atividade fisica de individuos saudaveis ou com alguma disfungéo e que mensura
atividades que variam desde as atividades de vida diaria e instrumental até as
atividades recreacionais e esportivas, que apresentam uma maior demanda
energética (FIX & DAUGHTON, 1988). Sua validade em estimar a capacidade
funcional ja foi descrita em pacientes sob hemodialise (OVEREND et al., 2010),
idosos com osteoartrite de joelhos (BILEK et al., 2005), doenca pulmonar obstrutiva
cronica (NIELD et al., 2005), HIV positivos (BARNETT, 2008), dentre outros, exceto
em pacientes com IC. Dai, a necessidade de se avaliar a validade do PAH em

estimar a capacidade funcional, bem como estabelecer a sua relagédo com o TC6".

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Insuficiéncia cardiaca

A insuficiéncia cardiaca (IC) € uma sindrome progressiva, caracterizada pela

intolerancia ao exercicio, dispnéia, fadiga e piora na qualidade de vida, resultante da
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incapacidade do coragdo em manter um débito cardiaco adequado as demandas
teciduais, sendo o estagio final de muitas formas de doengas cardiovasculares
(DOWNING & BALADY, 2011).

No Brasil, a principal etiologia da IC é a cardiopatia isquémica crénica, seguida da
hipertensao arterial. Nas regides de baixa condigdo socioecondmica ainda existem
formas de IC associadas a doenca de Chagas, endomiocardiofibrose e a cardiopatia
valvular reumatica crénica (BOCCHI et al., 2009).

O impacto econdmico da doenga € elevado para o sistema de saude, representando
a terceira maior causa geral de internacdo e a primeira causa entre as doengas
cardiovasculares, em pessoas com mais de 65 anos. Somente no ano de 2011,
houve aproximadamente 250.000 internacgdes, representando um gasto superior a
300 milhdes de reais (MINISTERIO DA SAUDE - DATASUS, 2012).

A presenca da disfungé&o ventricular sistélica, diastolica ou mista, associada a
dilatacao e/ou hipertrofia ventricular esquerda, leva a altera¢cdes neuro-hormonais e
circulatérias que se iniciam antes mesmo do surgimento dos sintomas e exercem
efeitos deletérios que determinardo a progressao da doenca e alteragbes periféricas
limitantes da capacidade de exercicio (CRIMI et al., 2009; HUNT et al., 2009).

As alteracées hemodinamicas envolvem resposta inadequada do débito cardiaco e
elevacdo das pressdes pulmonar e venosa sistémica (BOCCHI et al., 2009). Na
tentativa de manter a perfusdo tecidual, sdo ativados mecanismos compensatorios,
como o aumento da atividade simpética eferente, ativagdo do sistema renina-
angiotensina-aldosterona, aumento dos niveis de arginina-vasopressina, das
endotelinas e dos pepitideos natriuréticos, especialmente o do tipo B (BNP) (KEMP
& CONTE, 2012; LINDENFELD et al.,, 2010). Em curto prazo, esses mecanismos
ajudam a manter o débito cardiaco, a presséo arterial e a perfusédo periférica, mas
em longo prazo levam a hipertrofia cardiaca, apoptose dos cardiomidcitos,
proliferagao de fibroblastos, deposicdo de colageno intersticial, remodelamento
cardiaco adverso, piora da fung¢do ventricular, aumento da resisténcia vascular
periférica e o surgimento de sinais e sintomas de congestdo e de hipoperfusao
(KEMP & CONTE, 2012; RAMANI et al., 2010).
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As alteracgdes periféricas também estdo relacionadas com a capacidade funcional
reduzida. A atrofia muscular, diminuicdo do percentual de fibras tipo | e aumento do
tipo llb, a redugdo da capacidade oxidativa muscular, o aumento da atividade
ergorreflexa, o atenuado aumento do fluxo sanguineo para os musculos durante o
exercicio, associada a uma capacidade vasodilatadora reduzida, sdo comuns em
pacientes com IC e contribuem para a baixa toleréncia ao esforco (BELLI et al.,
2011; DOWNING & BALADY, 2011, FLYNN et al., 2009).

Sabe-se que o treinamento com exercicios traz uma série de beneficios a esses
pacientes, pois promovem reducdo dos sintomas de dispnéia e fadiga (ELAHI et al.,
2010), aumentam a toleréncia aos esforgos fisicos (EL-MENYAR, 2008), melhoram a
qualidade de vida (FLYNN et al., 2009; VAZIRI, 2008), revertem o remodelamento
ventricular de pacientes com disfuncéo sistolica ventricular esquerda (HAYKOWSKY
et al., 2007), melhoram a funcao endotelial e a capacidade vasodilatadora periférica
(ELAHI et al., 2010), reduzem as hospitalizagcbes (BRUM et al., 2011; CRIMI et al.,
2009), dentre outros beneficios.

O Heart Failure: a controlled trial investigating outcomes of exercise training — HF
action (O'CONNOR et al.,, 2009), o maior estudo muticéntrico, randomizado e
controlado em pacientes com IC, avaliou os efeitos do treinamento fisico sobre
desfechos primarios: hospitalizagbes e mortalidade por todas as causas. A amostra
foi constituida por pacientes com IC sistélica (n= 2331), com fracdo de ejecéo
ventricular esquerda (FEVE) < 35%, pertencentes as classes Il a IV da NYHA. O
treinamento consistiu de um programa de exercicios aerébios de moderada
intensidade, 60-70% da frequéncia cardiaca (FC) de reserva, com duragéo de 30 a
35 minutos, realizado trés vezes por semana, por 36 semanas. Apos esse periodo, 0
treinamento foi mantido em nivel domiciliar, cinco vezes por semana, com 40
minutos de duragdo e com a mesma intensidade. Os resultados mostraram que o
treinamento ndo modificou os desfechos primarios: hospitalizagdes e mortalidade por
todas as causas. Entretanto, apds os ajustes dos dados pelos principais fatores
progndésticos, como a duragéo do teste de esfor¢o cardiopulmonar, FEVE, nivel de
depressao e histéria de fibrilagéo atrial ou flutter, identificou-se 15% de reducédo na
mortalidade cardiovascular e hospitalizagbes no grupo do exercicio em relagcado ao

controle.
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Em relacéo aos resultados do estudo HF-action (O’'CONNOR et al., 2009), alguns
levantamentos precisam ser considerados. Primeiro, o aumento no consumo de
oxigénio de pico (VOypico) de apenas 4% no grupo treinamento esta muito abaixo do
relatado por outros autores (PINA et al., 2010; LIMA et al., 2010; VAN TOL et al.,
2006). Segundo, a duragdo meédia semanal de exercicio domiciliar, no grupo
treinamento, foi de 60 minutos/semana, ou seja, abaixo dos 200 minutos esperados
e apenas 29 a 42% dos pacientes estavam realizando os exercicios conforme
recomendado, ao final do estudo. Terceiro, cerca de 50% dos pacientes do grupo
controle afirmaram estar insatisfeitos com o tratamento recebido e parte deles
admitiu ter iniciado um outro programa de exercicios durante a realizacdo do estudo.
Portanto, apesar de outros autores considerarem que o treinamento fisico seja capaz
de reduzir internagdes e, provavelmente, também a mortalidade (PIEPOLI et al,
2011; FLYNN et al, 2009), essa polémica questdo ainda permanece.
Independentemente desta controvérsia, o American College of Cardiology e a
American Heart Association (HUNT et al., 2009) permanecem recomendando o
treinamento fisico como parte integrante da abordagem terapéutica para os

pacientes com IC estavel.

No entanto, a intensidade de exercicio que é capaz de promover as adaptacdes
benéficas tem sido muito variada. A American Heart Association (PINA et al., 2003)
recomenda exercicios de leve a moderada intensidade (40 a 65% VOazpico), Mmas
reconhece alguns beneficios do treinamento intervalado de alta intensidade (>
65%VO2pico). Além disso, preconiza o treinamento de resisténcia muscular como
parte integrante da prescricdo de exercicios. Alguns estudos avaliaram os beneficios
do treinamento intervalado de alta intensidade e encontraram resultados mais
positivos do que os exercicios de moderada e leve intensidades (WISLOFF et al.,
2007; ROVEDA et al., 2003). Pereira et al. (2011) ao comparar os ajustes
imunologicos ao exercicio agudo de leve (40%VOgqpico) versus moderada
intensidade (60%VO_pico), encontraram resultados superiores na intensidade mais

elevada.

Diante disso, torna-se necessario avaliar se o0s beneficios encontrados nos
exercicios de maior intensidade sdo dependentes realmente da intensidade ou do

maior gasto energético dessas atividades. Além disso, é preciso considerar a relagéo



23

risco-beneficio dos exercicios de intensidades mais elevadas nos pacientes com IC,
uma vez que a presenca de doenca cardiaca pode aumentar o risco de morte subita
durante exercicios vigorosos (McKELVIE, 2008; THOMPSON et al., 2007). Apesar
de relatado na literatura um numero baixo de eventos adversos com os programas
de treinamento de alta intensidade em pacientes com IC (WISLOFF et al., 2007), a
adesdo a esses programas foi menor do que nos de moderada intensidade
(BARBOUR & MILLER, 2008; DUNCAN et al., 2005), similarmente ao que ocorre
com a populagédo em geral (PERRI et al., 2002).

2.2 Inflamacgé&o, exercicio fisico e insuficiéncia cardiaca

Diversas manifestagdes clinicas encontradas na IC, a gravidade da doenca e o seu
progndstico podem ser explicados pelo processo inflamatoério crénico, caracterizado
por altos niveis do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e da interleucina-6 (IL-6)
(MANN, 2002; RAUCHHAUS et al.; 2000).

Coats et al. (1994) propuseram, ha quase duas décadas, a “Hipétese muscular da
IC”, segundo a qual, as alteracbes degenerativas seriam decorrentes de uma
perfusdo reduzida nos musculos esqueléticos, causada pelo baixo débito cardiaco,
resultando em hipoxia tecidual. Essa resposta, em longo prazo, levaria a um
aumento na produgao de radicais livres, que é um potente estimulo para a producao
de citocinas pro-inflamatérias, como o TNF-a e as interleucinas 1B e IL-6, mediadas
pelo fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB). Esse processo iniciaria uma
cascata de eventos tanto em nivel cardiaco quanto periférico, com o aumento da
expressdo da enzima oxido nitrico sintase indutivel (iINOS), apoptose do musculo
esquelético e dos cardiomidcitos, remodelamento cardiaco, proliferacédo celular,
caquexia, efeito inotropico negativo, perda de massa muscular, disfungéo endotelial
e 0 aumento da expressao de células de adesédo (BOZKURT et al., 2010; BLUM,
2009; DUSCHA et al., 2008).
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Apesar da relacéo entre IC e inflamacao ter sido estabelecida ha mais de 20 anos
por Levine et al. (1990), ao observarem que os pacientes com IC apresentavam
niveis elevados de TNF-a, muitos estudos, desde entdo, tém mostrado que outras
citocinas proé-inflamatérias, dentre elas a IL-1, IL-6 e a IL-18, também estao
envolvidas neste processo e que os niveis circulantes de TNF-a, IL-6 e dos
receptores soluveis de TNF-a (sTNFR1 e sTNFR2) tém sido apontados como
preditores de mortalidade (BOZKURT et al., 2010; BATISTA JR. et al., 2009; CRIMI
et al., 2009; BRAUNWALD, 2008).

O TNF-a é um polipeptidio trimérico, de meia-vida muito curta, cerca de 30 minutos,
produzido principalmente por mondcitos e macréfagos ativados, além de linfocitos,
fibroblastos, neutrdfilos, células musculares lisas e mastocitos, mediante o estimulo
de hipdxia, estresse mecénico e das endotoxinas (um lipopolissacaridio liberado da
parede celular das bactérias gram-negativas) (MANN, 2002). As acgdes bioldgicas
desta citocina sdo mediadas por dois tipos de receptores celulares: TNFR1 e
TNFR2, presentes tanto no musculo esquelético como no cardiaco (ANKER & VON
HAEHLING, 2004). Os fragmentos extracelulares de ambos os receptores, quando
liberados da membrana celular, podem ser quantificados em sua forma soluvel
(STNFR) na urina ou no plasma, e apontados como reguladores da atividade
biolégica desta citocina (BATISTA JR. et al.,, 2009). Sob baixas concentragbes, os
STNFR estabilizam e aumentam a meia-vida dessa citocina e sob altas
concentragdes podem inibir a atividade do TNF-a. Além disso, acredita-se que altas
concentragdes dos receptores soluveis indicam uma histéria de concentragdes
elevadas de TNF-a (ANKER & VON HAEHLING, 2004; RAUCHHAUS et al., 2000).

A IL-6 € uma citocina com uma ampla gama de efeitos humorais e imunoldgicos,
produzida em resposta a infecgéo, IL-1, interferon-gamma (INFy) e TNF-o, possui
uma meia-vida inferior a 6 horas (EL-MENYAR, 2008) e parece exercer um papel
tanto inflamatorio (ORUS et al, 2000) como anti-inflamatério (PEDERSEN &
FEBBRAIO, 2008; STEINACKER et al., 2004).

Os niveis séricos elevados de IL-6 estdo diretamente associados com a ativagao
autondmica simpatica, com a sintomatologia, com a piora da classe funcional da
NYHA e com a mortalidade, sendo considerado o marcador prognostico de

sobrevida com grande poder preditvo em um ano, principalmente, quando
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associado a fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo e ao consumo de oxigénio de
pico (VOqzpico) (EL-MENYAR, 2008). Dentre suas ag¢des inflamatérias destacam-se a
proliferagado e maturacdo de linfocitos, a hipertrofia de cardiomiocitos e a indugéo da
protedlise muscular, levando a atrofia muscular e perda de massa corporal
(YNDESTAD et al., 2006; MINGUELL, 2004).

Os estudos que avaliaram o papel anti-inflamatoério da IL-6 consideraram que sua
producdo local poderia estar positivamente correlacionada a intensidade do
exercicio e com o consumo de glicose (PEDERSEN & FISCHER, 2007;
STEINACKER et al., 2004). Além disso, poderia representar uma “isoforma” da IL-6,
diferente daquela produzida pelas células inflamatorias (PEDERSEN & FISCHER,
2007). Diferentemente da IL-1 e do TNF-a, a IL-6 ndo apresenta efeito upregulation
sobre o0s principais mediatores inflamatérios como o Oxido nitrico e as
metaloproteinases matriz. Ao contrario, a IL-6 inibe diretamente a expressao do
TNF-o. e da IL-1, aléem de induzir a ativagdo do antagonista do receptor da
interleucina-1 (IL-1ra), exercendo ag&o anti-inflamatéria por meio do bloqueio dos
receptores IL-1, impedindo assim a transducao de sinal da citocina pré-inflamatéria
IL-1 (SHIMPO et al., 2004).

Na IC, a deteriorada funcdo cardiaca, per se, € capaz de modular a resposta
inflamatoria. No entanto, com o exercicio fisico, os ajustes fisiolégicos sao
modulados com o objetivo de manter a homeostase, diante de uma maior demanda
energética. Assim, as respostas decorrentes do exercicio agudo (uma unica sesséo)
diferem daquelas resultantes do exercicio cronico (treinamento). Os ajustes
mediados por uma unica sessao de exercicio fisico sdo dependentes de uma série
de fatores, como a intensidade, duragé&o e massa muscular envolvida (PEDERSEN &
FEBBRAIO, 2008; PEDERSEN & FISCHER, 2007).

Imediatamente ap6s uma unica sessdo de exercicios fisicos, alguns estudos
encontraram um aumento da IL-6 plasmatica, acompanhada por um aumento das
citocinas IL-1ra (antagonista do receptor da IL-1) e IL-10, sem aumento de TNF-q, o
que demonstraria uma agédo anti-inflamatoria (PEDERSEN & FEBBRAIO, 2008;
PEDERSEN & FISCHER, 2007). Os mecanismos que explicam esse aumento da IL-

6 ainda nao estdo completamente esclarecidos, mas parecem ser mediados por
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fatores intrinsecos ao exercicio, como um baixo estoque de glicogénio, reduzida
disponibilidade de glicose, liberacdo de catecolaminas, aumento do calcio
intracelular, hipertermia pelo exercicio e a isquemia/reperfusdo muscular
(PEDERSEN & FISCHER, 2007). No entanto, esses resultados ainda sao

controversos na literatura.

Zaldivar et al. (2006) relataram um aumento da IL-6, do TNF-a e IL-1a, logo apés
uma sessao de exercicio fisico realizado a 80% VO.max, com duragdo de 30
minutos, em individuos jovens e saudaveis. Mas, 60 minutos apds o término da
sessao, foi observado também um aumento da IL-10 e redugdo do TNF-o. Diante
desses resultados, os autores concluiram que o exercicio agudo foi capaz de
provocar, inicialmente, um estimulo estressor pré-inflamatério, seguido, na fase de

recuperacgéo, por uma resposta anti-inflamatéria.

Em um estudo anterior a esta tese de doutorado, Pereira et al.** avaliaram a
resposta da IL-6 e do sTNFR1, em individuos com IC, das classes Il e Ill da NYHA,
logo ap6és e uma hora ap6s 30 minutos de caminhada em esteira, em duas
intensidades diferentes: baixa e moderada intensidade (40% e 60% VOgpico,
respectivamente). No exercicio de baixa intensidade nenhuma alteragéo na IL-6 ou
no sTNFR1 foi observada. No entanto, na atividade de moderada intensidade houve
um aumento de sTNFR1 imediatamente apds o exercicio e de IL-6 uma 1hora apds
o final do exercicio, com os niveis de sSTNFR1 retornando aos valores basais apo6s
uma hora do final da sessado. Por especulagéo, esses resultados poderiam sugerir
que o aumento da IL-6 observado no exercicio de moderada intensidade foi
decorrente da produ¢cdo muscular de IL-6, cuja ac&o anti-inflamatoria inibiu a
producdo de TNF-a e, consequentemente, reduziu a expressao do seu receptor

soluvel (sTNFR1), uma hora apds o exercicio.

O treinamento fisico (exercicio crdnico) consiste em uma repeticdo frequente de
estimulos fisicos que promovem desequilibrio metabdlico e danos celulares
agudamente, seguidos por processos de reparo que resultam em adaptagbes
positivas. Portanto, o efeito anti-inflamatério do exercicio fisico regular, descrito por
varios autores (PEDERSEN & FEBBRAIO, 2008; PEDERSEN & FISCHER, 2007;
WOODS et al., 2006; ADAMOPOULOS et al., 2002), considera que a reducgéo
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observada nos niveis plasmaticos de TNF-a seja mediada pelo aumento da IL-6, o
que nao representa um consenso na literatura. Em alguns estudos, o treinamento
fisico reduziu os niveis plasmaticos basais de IL-6, juntamente com a redugao do
TNF-o e de seus receptores soluveis STNFR1 e sTNFR2 e aumentou a expresséo
muscular do receptor da IL-6 (IL-6R) (KELLER et al., 2005), da IL-1ra e da IL-10
(FISCHER, 2006). E possivel que, neste caso, o downregulation da IL-6 tenha sido

compensado pelo aumento da expresséo de IL-6R muscular.

A prescricao de exercicio fisico para pacientes com IC apresenta parametros de
intensidade e duragdo muito variados e as respostas fisiolégicas ao esforgo sao
dependentes desses parametros. Assim, torna-se necessario discutir como as
intensidades de esforgo leve e moderada afetariam os niveis séricos de IL-6 e
sTNFR1, em pacientes com IC e, a partir desses resultados, postular se as
respostas pré e anti-inflamatérias, ao exercicio agudo, promoveriam o estimulo

necessario as adaptagdes crénicas benéficas do treinamento.

2.3 Estresse oxidativo, exercicio e insuficiéncia cardiaca

A intolerancia ao exercicio € uma das complicagdes mais comuns nos pacientes com
IC e, apesar da capacidade de exercicio ser afetada pela disfungcédo cardiaca, a
fracdo de ejecao apresenta fraca (r=0,21; p=0,02) (WITTE et al., 2004) ou nenhuma
correlacdo com o desempenho funcional (HACKER et al., 2003). Assim sendo, as
alteracOes periféricas observadas no controle do fluxo sanguineo, no metabolismo
oxidativo, na atividade ergorreflexa aumentada, sugerem que as anormalidades na
musculatura esquelética parecem afetar mais significativamente a capacidade de
exercicio (BELLI et al., 2011; DOWNING & BALADY, 2011; CRIMI et al., 2009).

O estresse oxidativo tem sido outro achado de relevancia clinica que contribui para a
deterioragédo da funcéo cardiaca (HARE & STAMLER, 2005). As espécies reativas

de oxigénio (ERO) podem ser formadas no coragcdo e em outros tecidos por uma
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série de mecanismos que incluem a fosforilagdo oxidativa mitocondrial, presente no
metabolismo aerébio e indispensavel no processo de obtencdo de energia para a
vida, a modulacéo do sistema enzimatico NADH/NADPH oxidase e oOxido nitrico
sintase (NOS), liberacao de citocinas inflamatérias como o TNF-o e as interleucinas
e as alteracdes neuro-hormonais (CANDIA et al., 2007; SHIZUKUDA & BUTTRICK,
2002).

O oxigénio (O3) que respiramos tem um papel fundamental na formacgéo de radicais
livres, uma vez que 2 a 5% serdo transformados em ERO, tais como o anion
superoxido (Oz’), o perdxido de hidrogénio (H20O2) e o radical hidroxil (OH"), que
podem causar a peroxidacgéo lipidica, oxidagao protéica e danos a molécula de DNA
(SCHNEIDER & OLIVEIRA, 2004), situacdes essas relacionadas a uma série de
condi¢des patoldgicas, incluindo a IC (MIRANDA et al., 2007; GIORDANO, 2005).
Por outro lado, as ERO tém um papel importante em varios processos biologicos,
estando envolvidas em uma variedade de vias de sinalizagao celular, na modulagéo
de fatores de transcricdo nuclear, incluindo o fator de transcrigdo nuclear kappa B
(NF-kB), desempenhando uma fung&o importante na modulacdo da inflamagao
(GIORDANO, 2005).

Em condi¢des fisioldgicas, para contrabalancear a produgdo das ERO existe o
sistema de defesa antioxidante, constituido por mecanismos enzimaticos (catalase -
CAT, glutationa peroxidase — GSH-Px e superoxido dismutase - SOD) e nao
enzimaticos (vitamina E, C, beta caroteno e a glutationa). O estresse oxidativo,
também conhecido como desbalanc¢o redox, ocorre quando ha um desequilibrio com
desvio para formagao das ERO (KOPEL et al., 2003).

As principais fontes das ERO na IC incluem as células inflamatorias, as mitocéndrias
dos cardiomiécitos, os fibroblastos e os sistemas enzimaticos NADPH oxidase e
xantino oxidase (KAMEDA et al., 2003). Alguns estudos tém demonstrado que o
estresse oxidativo, proveniente do desbalango redox, parece estar principalmente
relacionado ao predominio dos mecanismos pro-oxidantes sobre os antioxidantes
(TSUTSUI, 2006). Maack et al. (2003), encontraram no coragao de pacientes com IC
de origem isquémica e na cardiomiopatia dilatada, um aumento na atividade da
NADPH oxidase (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato-oxidase) associada a

formacao das ERO. Além disso, também tem sido descrito um aumento na atividade
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da enzima xantino oxidase (WESELER et al., 2010) e niveis fisioldgicos de MDA, um
produto da peroxidacdo lipidica, e da atividade dos sistemas antioxidantes
eritrocitarios da SOD e CAT (MIRANDA et al., 2006). Simultaneamente a atividade
pro-oxidante, Miranda et al. (2006) mostraram uma diminuigdo nos mecanismos de
defesa antioxidante pela reducdo dos niveis da enzima superoxido dismutase ligada
ao endotélio (SODec) e da vasodilatacdo dependente do endotélio em pacientes
com IC comparados ao grupo controle. Portanto, parece provavel a coexisténcia de

uma disfungao tanto no sistema de defesa antioxidante quanto pré-oxidante.

Uma simples sessao de exercicio € capaz de induzir a formacdo das ERO e
consequentemente levar ao estresse oxidativo. Isto ocorre porque o exercicio
realizado agudamente produz uma resposta inflamatoria de curto prazo,
acompanhada de leucocitose, aumento do estresse oxidativo e dos niveis
plasmaticos de proteina C reativa (GOLBIDI et al.,, 2012). No entanto, quando o
estimulo estressor do exercicio fisico € mantido cronicamente, com o treinamento,
as adaptagdes geradas aumentam a resisténcia contra as ERO resultantes da
peroxidacgéo lipidica e aumentam a defesa antioxidante (BELVIRANLI et al., 2006).

Durante o exercicio fisico agudo foi demonstrado um aumento nas ERO e, embora
nao sejam conhecidos os exatos mecanismos de sua formagdo, sabe-se que o
aumento do consumo de oxigénio imposto pela atividade, o aumento da atividade
simpatica, a capacidade vasodilatadora local prejudicada e a relativa hipoperfuséo
muscular, levam a sua formagdo (FISHER-WELLMAN & BLOOMER, 2009;
SCHNEIDER & OLIVEIRA, 2004). Assim, a formagédo das ERO seria suficiente para
ativar o sistema NF-xB e a produc&o de quimiocinas, citocinas inflamatorias e de
moléculas de ades&o, bem como a ativagao e a proliferagcao de linfocitos. Por outro
lado, a inflamagao também é capaz de provocar estresse oxidativo, uma vez que a
formacao das ERO também é um produto das células imune ativadas. Deste modo,
o estresse oxidativo e a inflamagao estariam envolvidos em um ciclo que se
autoperpetua (VAZIRI, 2008).

O método mais utilizado para indicar o estresse oxidativo induzido pelo exercicio tem
sido a avaliagdo da peroxidagao lipidica por meio do MDA e substancias reativas ao
acido tiobarbitdrico — TBARS (FISHER-WELLMAN & BLOOMER, 2009). Apesar de
alguns estudos terem relatado um aumento de TBARS apd6s uma sessdo de
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exercicio submaximo (STEINBERG et al., 2007; NIKOLAIDIS et al., 2007; MEIJER et
al., 2002), com o retorno aos valores basais ap6s uma hora (STEINBERG et al.,
2007), outros nao encontraram nenhuma alteracdo desse marcador de estresse
oxidativo com o exercicio fisico (REVAN et al., 2011; SHI et al., 2007; BLOOMER et
al., 2005). Entretanto, todos esses estudos foram realizados com individuos

saudaveis.

Em pacientes com IC foi observado niveis de MDA mais elevados em repouso
comparado aos controles saudaveis e, apdés uma sessdo de exercicio agudo, de
intensidade maxima também houve um maior aumento desse marcador de
peroxidacéo lipidica (SAYAR et al., 2007).

A pratica regular de exercicio fisico € capaz de melhorar o desequilibrio redox tanto
pela melhora do sistema antioxidante enzimatico, por meio do aumento na atividade
das enzimas glutationa peroxidase (GSH-Px), catalase (CAT) e da superoxido
dismutase (SOD) (GAO et al., 2007), quanto pela menor produgdo das ERO, dada
pela redugdo da expressdo da NADPH-ox (nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato-oxidase) (ADAMS et al., 2008).

Linke et al. (2005) avaliaram os efeitos antioxidantes de um programa de
treinamento aerdbio, realizado a 70% da frequéncia cardiaca pico, com duragéo de
20 minutos diarios, durante 6 meses, em pacientes com IC, das classes Il e lll da
NYHA. Dentre outros achados, foi observado que o treinamento aumentou a
atividade das enzimas antioxidantes CAT e GSH-Px do musculo vasto lateral e
reduziu o estresse oxidativo muscular local, evidenciado pela redu¢do da produgao

de nitrotirosina que reflete a formagé&o do radical peroxinitrito (ONOO").

Em modelos experimentais de IC com animais, foi descrito que o treinamento
aerobio foi capaz de aumentar a expressdao da enzima Oxido nitrico sintase
endotelial (eNOS) (RUSH et al., 2005) e, em humanos, a vasodilatagdo dependente
do endotélio (LEUNG et al., 2008). O aumento do débito cardiaco que ocorre
durante o exercicio aumenta o chamado shear stress (estresse de cisalhamento) na
parede endotelial que, por sua vez, estimula a expressao da eNOS, que resulta em
vasodilatagdo (LEUNG et al, 2008). Desta maneira, o treinamento atuaria

contrabalangando os efeitos negativos da ativacédo neuro-hormonal, presente na IC,
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e suas conseqiéncias sobre o estresse oxidativo e a inflamacao (CRIMI et al,
2009).

Diante do exposto, o primeiro estudo desenvolvido nesta tese de doutorado
objetivou avaliar a influéncia da intensidade e da demanda energética do exercicio
fisico agudo, sobre os niveis séricos de TBARS, CAT e SOD, em pacientes com IC,
a fim de avaliar como o estresse oxidativo, proveniente do exercicio fisico agudo,

pode promover o estimulo necessario as adaptagdes cronicas.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Cuidados éticos e local da pesquisa

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
de Minas Gerais (parecer ETIC: 050/09) (ANEXO 1). Antes de iniciarem a
participagcdo na pesquisa, os voluntarios receberam todas as informacgdes
relacionadas aos objetivos e aos procedimentos metodolégicos, bem como os
possiveis riscos e beneficios aos quais iriam se submeter. Apos os esclarecimentos,
leitura e entendimento do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO 2),
os participantes deram seu consentimento por escrito e ficaram cientes de que a

qualquer momento poderiam abandonar o estudo sem qualquer constrangimento.

Esta pesquisa foi realizada no Laboratério de Avaliacdo e Pesquisa em
Desempenho Cardiorrespiratério da Escola de Educagao Fisica, Fisioterapia e
Terapia Ocupacional da Universidade Federal de Minas Gerais (LabCare-UFMG).
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3.2 Tipo de estudo

ESTUDO | - “Efeitos da intensidade e da duragdo do exercicio agudo sobre os
marcadores inflamatorios e balango redox em individuos com insuficiéncia cardiaca™
estudo do tipo quasi-experimental, com delineamento em parcelas/subparcelas

(split-plot).

ESTUDO Il — “O questionario Perfil de Atividade Humana é valido para estimar a
capacidade funcional de individuos com insuficiéncia cardiaca?”: estudo

observacional transversal.

3.3 Amostra

Formada por pacientes com IC, de ambos os sexos e diferentes etnias, provenientes
do Ambulatério de Insuficiéncia Cardiaca do Hospital das Clinicas da UFMG e da

rede hospitalar e ambulatorial da regido metropolitana de Belo Horizonte.

3.3.1 Critérios de inclusgo:

- apresentar |IC predominantemente sistélica, com fragcdo de ejecdo ventricular
esquerda — FEVE < 50% (BOCCHI et al., 2009);

- estar clinicamente estavel ha no minimo dois meses antes do inicio do estudo e em

tratamento farmacolégico otimizado;

- ter idade entre 25 e 59 anos (exceto, para o estudo N°. 2 que incluiu individuos
com idade entre 18 e 75 anos);

- apresentar indice de massa corporea — IMC < 30 kg/mz;

- ndo praticar exercicio fisico regularmente (exceto, para o estudo N°. 2), conforme
as diretrizes do American College of Sports Medicine (GARBER et al., 2011).
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3.3.2 Critérios de exclusgo:

- pertencer a classe funcional IV da NYHA,;

- estar em uso de agentes anti-inflamatoérios ou de vitaminas A, C e E;

- apresentar outras doencgas inflamatérias agudas ou crénicas, exceto a IC;

- apresentar insuficiéncia renal ou disfungdes ortopédicas e neurologicas limitantes a

realizacéo de exercicio fisico/

- apresentar historia de doenca pulmonar, angina instavel, arritmias ndo controladas

ou doenca arterial periférica;

- ndo atingir um indice de trocas respiratérias - R > 1,0, durante o teste de esforgo

cardiopulmonar maximo (TECP);

3.3.3 Calculo amostral

Considerando-se o delineamento do estudo n°. 1, um nivel de significancia de 5%,
um poder estatistico de 80% e um tamanho de efeito moderado (0,64) para a enzima
catalase, conforme estudo de Linke et al. (2005), o calculo amostral inicial indicou a

necessidade de 17 individuos.

Para o estudo n°. 2, o calculo amostral foi baseado em uma andlise preliminar da
associacdao do EAA-PAH (escore ajustado de atividade do PAH) com o VOypico
mensurado no TECP, de 32 individuos com IC, indicando a necessidade de se

atingir um N=46 individuos.



34

3.4 Procedimentos

O organograma abaixo ilustra a ordem dos procedimentos realizados no estudo e a

descricédo deles pode ser lida nas se¢des seguintes.

As particularidades referentes a coleta de dados também estdo descritas nos dois

artigos que compdem esta tese.

SELECAO DOS
VOLUNTARIOS

TECP + PAH

TC6”

Em ordem aleatorizada

EXERCICIO EXERCICIO EXERCICIO
SUBMAXIMO - 1.30 SUBMAXIMO - M30 SUBMAXIMO — .45

Coleta de sangue: pré-exercicio, imediatamente ap0s e 1h apds o exercicio.

Legenda — TECP: teste de esfor¢o cardiopulmonar; PAH: questionario Perfil de Atividade Humana;
TC6": teste de caminhada de seis minutos; L30: exercicio de leve intensidade (40% VOgpico) e
duracdo de 30 minutos; L45: exercicio de leve intensidade (40% VO,pico) e duragéo de 45 minutos;
M30: exercicio de moderada intensidade (60% VO,pico) e duragdo de 30 minutos.

3.4.1 Teste de esforgo cardiopulmonar— TECP

O teste de esfor¢o cardiopulmonar (TECP) é um método de avaliagéo das respostas
submaximas e maximas ao exercicio, dos sistemas cardiovascular, respiratorio,
neuropsicolégico e musculoesquelético. Esta medida n&o invasiva avalia a
capacidade funcional e as medidas de trocas gasosas respiratérias, como o
consumo de oxigénio (VO,), producéo de didxido de carbono (VCO,) e a ventilagéo-
minuto (Vg), geralmente durante um teste de exercicio fisico de intensidade
progressiva até o maximo. Além disso, comumente, vem associado a monitorizagao

eletrocardiografica, da pressao arterial (PA) e da oximetria de pulso e apresenta um
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importante valor prognostico para os pacientes com IC (ARENA et al, 2011,
BALADY et al., 2010; SARULLO et al., 2010; CORRA et al., 2004).

A relevancia do TECP nos pacientes com IC é consenso na literatura (ARENA et al.,
2011; SARULLO et al., 2010; CRESPO et al., 2009). Ha mais de 20 anos, Mancini et
al. (1991) ja haviam demonstrado que o VOzpico menor do que 14mL-kg™"-min™ & um
forte preditor de mortalidade em pacientes com IC. No entanto, sob o uso de [3-
bloqueador o ponto de corte proposto tem sido de 10mL/kg-min'1 (O’'NEILL et al.,
2005). Por outro lado, varios autores concordam que o prognostico piora a medida
que o VOypico diminui de 17mL-kg™"-min™" para 10mL-kg™"-min™ (ARENA et al., 2011;
INGLE, 2008; MYERS et al, 2000). Apesar das divergéncias a respeito do ponto de
corte 0 VOypico para predicdo de mortalidade, essa variavel associada com outras
variaveis obtidas no TECP, principalmente a inclinagédo Veg/VCO2 (Ve/VCO; slope),
aprimoram a avaliagdo prognoéstica desses pacientes (SARULLO et al., 2010).
Estudos recentes tém apontado a inclinagdo Veg/VCO2 maior ou igual a 34, como
outra variavel de importante valor prognostico (SARULLO et al., 2010; CORRA et al.,
2004; ARENA et al., 2004).

Outras variaveis obtidas no TECP apresentam menor valor prognéstico, no entanto,
quando associadas ao VOgpico e a inclinacdo Vg/VCO2 mostram importante valor
aditivo (ARENA et al., 2011). Essas variaveis incluem o consumo de oxigénio no
limiar anaerébio (VO3LA) inferior a 11mL-kg"-min™', presenca de oscilacdo
ventilatéria ao exercicio (EOV), caracterizada pelo padréo oscilatorio na Ve que
ocorre durante 60% ou mais do TECP com uma amplitude maior ou igual a 15% da
média observada em repouso (ARENA et al., 2008; INGLE, 2008), o pulso de
oxigénio no pico do exercicio inferior a 12mL/bpm (OLIVEIRA et al., 2009) e um
menor aumento na inclinagdo da eficiéncia do consumo de oxigénio (OUES)
(MYERS et al., 2008).

Para avaliar a capacidade funcional dos sujeitos da pesquisa, foi realizado um TECP
(FIG. 1), sob supervisdo médica, utilizando dois modelos de analisadores de gases:
CPX Ultima Medical Graphics®, USA e o MetalLyzer® 3B Cortex, Alemanha (FIG. 2).
A confiabilidade entre equipamentos foi testada, a partir da variavel VO3pico,
mostrando um coeficiente de correlagao intraclasse (CCl) de 0,96.



36

FIGURA 1 - llustragdo de um teste de esforgo cardiopulmonar.

METALYZER 3B

/N =

@

\_»__/,. s
-

FIGURA 2 — llustracdo dos analisadores de gases CPX Ultima Medical Graphics®, USA (A) e
Metalyzer® 3B Cortex, Alemanha (B).
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A obtencdo dos gases expirados foi obtida pelo método breath-by-breath que
consiste em captar amostras fracionadas dos gases, a uma taxa de 50 a 100 vezes
por segundo, para calcular o consumo de oxigénio (VO;) e a producdo de didéxido de
carbono (VCO,) para cada intervalo. Em seguida, essas medidas s&o somadas ao
longo de toda a expiracéo, para computar o VO, e o VCO; produzidos por respiragao
e extrapolados por minuto (CRAPO et al., 2002).

A pressao arterial foi medida pelo método auscultatério, com um esfigmomanémetro
aneroéide (Diasyst®, Brasil) e um estetoscépio (Litmann Classic Il S.E 3M®, USA). A
saturagao periférica de oxigénio (SpO;) foi monitorada continuamente por um
oximetro de pulso (Model 300 Series Mediad INC., Califérnia, USA), assim como um
registro eletrocardiografico continuo (Cardioperfect, Welch Allyn®, USA). A
percepcao subjetiva de esforco (PSE) foi avaliada pela escala de Borg (BORG,
1982) de 0 a 10 (FIG. 3).

0 ABSOLUTAMENTE NADA

0,5 EXTREMAMENTE FRACO
1 MUTITO FACIL

2 FRACO

3 MODERADO

5 FORTE

7 MUITO FORTE

8

9
10 EXTREMAMENTE FORTE

FIGURA 3 - Escala de Bor% modificada.
Fonte: Borg, 1982. p. 380 ",
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O protocolo de teste utilizado foi em rampa, adaptado de Barbosa e Silva & Sobral
Filho (2003), a partir de uma extrapolacao polinomial de quarta ordem, para que
tivesse uma duragao de aproximadamente 10 minutos, em pacientes com IC. Esse
protocolo, realizado em  esteira eletrbnica  (Millenium  Classic  CI
Inbramed/Inbrasport®, Brasil), foi desenvolvido no Laboratorio de Desempenho

Cardiorrespiratério e utilizado por Pereira (2009).

Seguindo as recomendacdes da Il Diretriz da Sociedade Brasileira de Cardiologia
sobre Teste Ergométrico (MENEGHELOf al., 2010), os voluntarios foram orientados
a manter medicagédo usual, abster-se por 3 horas de cigarros, alimentos/bebidas com

cafeina e evitar exercicio fisico nas 12 horas anteriores ao TECP.

As condigdes ambientais para realizagdo do TECP foram mantidas entre 18 e 22°C e
40 e 60% de umidade relativa do ar (MENEGHELO et al., 2010) e a presséo
barométrica registrada, a fim de assegurar a medida dos gases em condigbes
padronizadas (WEISMAN et al., 2003).

3.4.2 Perfil de Atividade Humana - PAH

O Perfil de Atividade Humana — PAH (Human Activity Profile) (ANEXO 3) consiste
em um instrumento originariamente desenvolvido para avaliar a qualidade de vida de
pacientes com doencga pulmonar obstrutiva crbénica, cujo nome original era Additive
Daily Activities Profile Test Quality of Life Scale — ADAPT quality of life scale
(DAUGHTON et al., 1982). Mas, em 1988, Fix & Daughton realizaram algumas
modificagdes estruturais no instrumento original, que passou a ser chamado Perfil de
Atividade Humana (PAH) e utilizado na avaliacdo do nivel de aptidao fisica e de
atividade fisica de individuos saudaveis ou com alguma disfuncéo, na faixa etaria de
20 a 79 anos (ANAND et al.,, 2011; BILEK et al., 2008; PEREIRA et al., 2008;
TEIXEIRA-SALMELA et al., 1999).

Pelo levantamento bibliografico realizado até o momento, ndo foram encontrados
registros de estudos que avaliaram a validade desse instrumento em predizer a

capacidade funcional de pacientes com IC.



39

Recentemente o PAH foi adaptado transculturalmente para a populagédo brasileira
(SOUZA et al., 2006), e pode ser aplicado em individuos com niveis funcionais
diferentes, desde muito baixos (levantar e sentar de cadeira ou cama sem ajuda) até
muito altos (correr 4,8 quildmetros em 30 minutos ou menos) (FIX & DAUGHTON,
1988).

Esse instrumento fornece varios indices de classificagdo do nivel funcional e de
atividade fisica (tabelas 1 a 4) e consta de 94 itens, cuja disposicdo é baseada na
estimativa dos equivalentes metabdlicos (MET - unidade que expressa o dispéndio
energético), com cada questao representando uma atividade com o nivel em MET
ligeiramente maior que a anterior, variando entre 1 e 10 MET, aproximadamente.
Para cada item ha trés respostas possiveis: “ainda fago”, “parei de fazer”, ou “nunca
fiz’, sendo que esta ultima ndo é computada para a determinagdo do escore ou

classificagao.

Apesar de o PAH ter sido desenvolvido para ser auto-aplicado, porque requer uma
compreensao de leitura equivalente a apenas quatro anos de estudo, Souza et al.
(2006) sugerem que a versao brasileira seja aplicada por meio de entrevista, a fim
de se evitar os erros de interpretagdo, devido a heterogeneidade do grau de
instrucdo da nossa populacdo. Nesta pesquisa, o questionario foi aplicado sob a
forma de entrevista, em uma sala privativa, em todos os voluntarios,

independentemente do grau de instrugdo e do nivel socioeconémico.
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Escores e classificagbes do Perfil de Atividade Humana — PAH
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ESCORES E
CLASSIFICACOES

DESCRICAO

INTERPRETACAO

Escore maximo de
atividade - EMA

Escore ajustado de
atividade — EAA

Classificagédo da
aptidéo fisica e do
nivel de atividade
fisica

indice idade-
atividade

Dispéndio
energético potencial

Dispéndio
energético do estilo
de vida

Representa a atividade de
maior VO, que o individuo
ainda realiza.

E obtido subtraindo do EMA o
numero de atividades que ele
parou de fazer, anteriores a
ultima que ele ainda faz.

E dada pelo EAA (tabela 2)

E a estimativa da idade
equivalente ao EMA alcangado
pelo individuo (tabela 3).

E a medida do VO, médio,
com base em estudos
populacionais (tabela 4)

Reflete o VO, atual, estimado
a partir do EAA (tabela 4)

Estimativa do maior gasto
energético de um individuo.

Estimativa do nivel médio de
energia gasta por um individuo.

Fornece uma classificacdo da
aptidao fisica e do nivel de

atividade fisica de um individuo,

em funcéo da idade e sexo.

Corresponde a idade na qual
50% dos adultos saudaveis de
uma dada faixa etaria e sexo
superam aquele mesmo EMA.

Proporciona uma estimativa do
VO, esperado.

Proporciona uma estimativa do
VO, real.

LEGENDA: EMA: escore maximo de atividade; EAA: escore ajustado de atividade; VO,: consumo de

oxigénio.

FONTE: adaptado de FIX & DAUGHTON (1988). p. 3.

TABELA 2

Classificacao do nivel de atividade fisica

CLASSIFICACAO PAH — EAA
Prejudicada <53
Moderadamente ativo 53-74
Ativo <74

Fonte: FIX & DAUGHTON (1988). p. 8.



: TABELA 3
Indice idade-atividade
MULHERES HOMENS
EMA IDADE EMA IDADE

90 20 94 20
89 24 93 21
88 26 92 27,5
87 28 91 29
86 30 90 30
85 37,5 89 31,5
84 38 88 37,5
7.0 7b+ 7.4 76+

Fonte: FIX & DAUGHTON (1988). p. 8.

TABELA 4

Classificacédo da capacidade funcional, em funcéo da idade, com base no VO,max e EAA
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VO,max (mL-kg™-min™")

PAH — EAA

Classificagdo (AHA)

Classificagéo

paDE  BAXA  RAzOAVEL  MEDWE | BAxa  RazoAveL MEDAE
2029 <245  245-300  >30,0 <63 68-78 >78
3030 <215  215-27.0  >27,0 <58 58 - 74 >74
4049 <185 185-230  >230 <52 52 - 65 > 65
5059 <165  165-200  >20,0 <48 48 - 59 > 59
6069 <145 145-170  >17,0 <46 46 - 54 > 54

LEGENDA: AHA: American Heart Association. VO,max: consumo maximo de oxigénio;
EAA: escore ajustado de atividade.

Fonte: FIX & DAUGHTON (1988). p. 8.
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3.4.3 Teste de caminhada de seis minutos — TC6’

O teste de caminhada de seis minutos (TC6’) foi originalmente desenvolvido para
avaliar a capacidade funcional, verificar a evolugdo de tratamentos diversos e
estabelecer o prognostico de pacientes com doengas cardiorrespiratérias.
Posteriormente, ele foi validado para diversas populagdes, incluindo pacientes com
fibromialgia, acidente vascular encefalico, amputacdes, entre outros (CRAPO et al,,
2002).

O TC6’ tem atraido a atencédo de muitos profissionais da area da saude, por ser de
facil aplicacdo, interpretacdo e n&o requerer equipamentos sofisticados. Sua
aplicabilidade clinica é extensa, uma vez que o desempenho no teste mostrou ser
um sensivel indicador de intervencgdes terapéuticas, apresentou estreita relacédo com
os instrumentos que avaliaram qualidade de vida e, embora com alguma
controvérsia, também se relacionou com as atividades diarias (CRAPO et al., 2002;
GUIMARAES et al., 2002; LIPKIN et al., 1986).

Os primeiros estudos do TC6’ em pacientes com IC foram publicados ha mais de 25
anos por Guyatt et al. (1985) e Lipkin et al. (1986) e levantaram as primeiras
discussdes sobre a reprodutibilidade do teste e a sua correlagdo com a capacidade
de exercicio maxima. Estudos posteriores mostraram que a distancia no TC6’
apresentou fraca ou nenhuma associagédo com os indices de fung&o ventricular em
repouso 2% 40
com a classificagado funcional da NYHA (r=0,56) (CARVALHO et al., 2011; GUAZZI

et al., 2009; ROSTAGNO & GENSINI, 2008).

e moderados niveis de correlagcdo (r=0,57 a 0,68) com o VOypico e

O valor prognostico da distancia do TC6' € outro fator controverso. Enquanto alguns
estudos ndo encontraram nenhum valor prognéstico em relagdo ao desempenho no
TC6' (GUAZZI et al., 2009; PULZ et al., 2008), pontos de corte variados, baseados
na distancia percorrida, vém sendo propostos. Distancias inferiores a 300m, 450
metros e até 490 metros seriam preditivas de mortalidade, tanto por causa
cardiovascular quanto por todas as causas, além de hospitalizagbes (POLLENTIER
et al., 2010; ROSTAGNO et al., 2003).
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Nesta tese de doutorado, o TC6' foi utilizado como um instrumento de avaliagéo do
desempenho funcional, além do TECP, e foi realizado aproximadamente entre uma
semana e um més apos o TECP e foi seguida a padronizagéo estabelecida pela ATS
(2002), assim como a normatizagao para a populacdo brasileira, proposta por Britto
& Sousa (2006).

O teste consistiu em solicitar ao voluntario que caminhasse o mais depressa
possivel, sem correr, em um corredor com trinta metros de extensao, durante seis
minutos (FIG. 4). Se absolutamente necessario, ele poderia reduzir a velocidade ou
parar e, em seguida, retomar a caminhada a qualquer momento antes de completar
os seis minutos. A cada minuto, frases de estimulo foram ditas, conforme a
padronizagao ja existente (CRAPO et al., 2002; PIRES et al., 2007).

FIGURA 4 — llustracao da realizagdo de um teste de caminhada de seis minutos.

Antes de iniciar o teste, o voluntario permaneceu em repouso por 10 a 15 minutos e
entdo foram aferidas a FC (cardiofrequencimetro Polar® S810i, Finlandia), a PA
(esfigmomandmetro anerdide Diasyst®, Brasil e estetoscopio Litmann® Classic Il SE
3M®, USA), a PSE e a SpO; (oximetro de pulso Mediad INC, model 300 series,
USA). Durante o teste, a FC e a SpO, foram monitoradas continuamente. Ao final,
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novamente os dados vitais (FC, PA, SpO,) foram aferidos e a PSE foi avaliada. Um
segundo teste foi realizado apds 30 minutos de recuperacéo passiva. Se a diferenca
entre os dois testes fosse superior a 10%, um terceiro teste seria aplicado. O

resultado final foi baseado no teste de melhor desempenho.

3.5 Analises bioquimicas

Foram coletadas amostras de sangue na veia antecubital, em tubos a vacuo, sendo
duas aliquotas de 4 mL cada uma, em heparina e outra em EDTA (ethylenediamine
tetraacetic acid ou acido etilenodiamino tetra-acético), para analise das enzimas
antioxidantes SOD e CAT, em eritrécitos e de MDA em plasma. E uma terceira
aliquota de 4,5 mL em citrato, para a determinacéo da IL-6 e do sTNFR1.

A coleta de sangue foi realizada sempre pela manha, por um técnico de
enfermagem, nos seguintes momentos: apdés 15 minutos de repouso (pré-exercicio),
com o voluntario em jejum de 10 a 12 horas; imediatamente ap6s 30 minutos de
exercicio (pds-exercicio) e uma hora apds a interrupgdo do exercicio (1h pos-
exercicio). Apds a coleta pré-exercicio, o individuo recebia um desjejum padronizado
contendo pées do tipo bisnaguinhas, manteiga, queijo tipo mussarela, suco de uva
industrializado, café e banana. Aguardava-se 30 minutos e entdo o exercicio fisico

era iniciado.

Para separacdo do plasma e dos eritrocitos, os tubos foram centrifugados da
seguinte maneira: citrato, a 1500 rpm, em uma centrifuga de bancada comum
(Fanem®), por 15 minutos; EDTA e heparina foram levados a uma centrifuga
refrigerada (Sigma-Aldrich 2K15, Alemanha) a 4°C e 3500 rpm, por 10 minutos.
Imediatamente ap6s a centrifugacdo, plasma e eritrocitos foram armazenados
separadamente em microtubos de 1,5mL, estéreis e estocados em um freezer -80°C

(ColdLab® CL374-80, Brasil), para posterior analise.
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3.5.1 Inflamacgéo

As concentragcbes de IL-6 e sTNFR1 foram avaliadas de acordo com as
especificacdes dos kits comerciais Quantikine ® high sensitivity human para a IL-6 e
Quantikine ® Human sTNF RI/TNFRSF1A Immunoassay para o sTNFR1, ambos da
R&D Systems®, USA.

As analises foram realizadas no Laboratério de Dor e Inflamacdo da Escola de
Educacgao Fisica, Fisioterapia e Terapia Ocupacional da Universidade Federal de
Minas Gerais (Ladire-UFMG), sob a coordenacgdo da Prof2 Dr?. Leani Souza Maximo

Pereira.

3.5.2 Estresse oxidativo

As concentracdes de MDA, CAT e SOD foram avaliadas em duplicatas, pelos
métodos descritos abaixo.

A formacédo de MDA, indicador da peroxidacado lipidica, foi avaliada por meio da
detecgéo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS; thiobarbituric acid
reactive substances), de acordo com o método descrito por Wallin et al., (1993),
adaptado por Rabélo (2004). Os dados obtidos foram normalizados pela

concentracdo de proteinas plasmaticas (nmol/mg proteina).

Para mensurar a atividade das enzimas antioxidantes (CAT e SOD) no componente
eritrocitario, realizou-se inicialmente a hemdlise dos eritrocitos e utilizou-se o
sobrenadante para a realizagdo das dosagens. A CAT foi determinada pela taxa de
decaimento de uma reacédo contendo tampao fosfato e peroxido de hidrogénio
(H,0,), cuja leitura da absorbancia foi feita em um espectrofotdometro'®® (Multiskan®
GO Microplate Spectrophotometer, Thermo Scientifc®). Os valores de CAT foram
normalizados pela concentracdo de hemoglobina (Hb) e expressos pM-min-mL™"/mM
Hb. Para mensuragéo da atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) foi
utilizado o kit comercial (Fluka® Sigma-Aldrich, Alemanha). A normalizacdo dos
dados, assim como a catalase, foi realizada em nm e os valores s&o expressos em

unidades internacionais por mM de hemoglobina (Hb) (Ul/mM Hb).
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As analises referentes ao estresse oxidativo foram feitas no Laboratorio de
Reatividade Cardiovascular (LRC) da Universidade Federal de Alagoas/AL, sob
coordenacéo da Prof?. Dr®. Luiza Antas Rabélo.

3.6 Analise estatistica

Estudo 1 — “Efeitos da intensidade e da duragcdo do exercicio agudo sobre o0s

marcadores inflamatorios e balango redox, em individuos com insuficiéncia cardiaca”

A distribuicdo normal das variaveis continuas foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk.
Estatisticas n&o-paramétricas tiveram que ser utilizadas porque as variaveis

bioquimicas n&o apresentaram distribuigdo normal.

As diferengas intra-exercicio submaximo (pré versus pos versus 1h apés) foram
avaliadas pelo teste de Friedman, com post hoc de Wilcoxon. No entanto, para as
analises entre os exercicios submaximos, foram calculadas as variagdes (delta) dos
momentos pré para o pos-exercicio (delta pos-pré) e do pos-exercicio para 1hora
apos (delta 1h-pds). Em seguida, esses valores em delta, foram avaliados pelo teste

de Friedman, com post hoc de Wilcoxon.

Foi considerado estatisticamente significante um valor de p < 0,05. As variaveis
bioquimicas foram apresentadas como mediana e intervalo interquartil e as outras

como média *+ desvio-padrao, com intervalo de confiangca de 95% para a média.

Estudo 2 — “O questionario Perfil de Atividade Humana é valido para estimar a

capacidade funcional de individuos com insuficiéncia cardiaca?”
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O nivel de significAncia adotado foi p<0,05. As variaveis continuas foram
apresentadas como média + desvio-padrdo e intervalo de confianga de 95% para
meédia; as categoricas em valores percentuais ou com o numero de sujeitos. Para

avaliar a distribuicdo normal dos dados foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk.

A avaliagdo da concordancia entre o VOgpico medido no TECP e o estimado no
questionario PAH foi analisada pelo método de Bland-Altman que consiste em um
procedimento estatistico e grafico usado para comparagédo de dois métodos de
mensuragao de variaveis clinicas. Por esse método calcula-se o viés (diferenga entre
as medidas obtidas pelos dois métodos), a média e o DP dessas diferencas e os
limites superior (LSC) e inferior de concordancia (LIC), obtidos pela equagéao: viés +
1,96 DP. A analise é feita a partir do exame visual do grafico, observando-se a
dispersao dos dados entre os LSC e LIC e o quanto eles estdo préximos do zero
(BLAND & ALTMAN, 2009).

Foi realizada também a analise de regress&o linear para verificar a associagao entre
a disténcia do TC6’ e o VO_pico obtido no PAH e no TECP. Comparagdes entre os
valores de VOypico do TECP e do PAH foram feitas pelo teste T-Student pareado; e
entre as classes funcionais da NYHA, pela analise de variancia de um fator (one-way

ANOVA) e post hoc pelo teste T-Student independente.

As anadlises estatisticas dos dois artigos foram realizadas no programa Statistical
Package for the Social Sciences, versao 15 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e as discussoes, relativos a este estudo, estdo descritos em dois

artigos referidos abaixo.

4.1 Artigo 1

Efeitos da intensidade e da duracdo do exercicio agudo sobre os marcadores

inflamatorios e balango redox, em individuos com insuficiéncia cardiaca. Este artigo

sera enviado para a revista American Journal of Physical Medicine and
Rehadbilitation.

4.2 Artigo 2

O questionario Perfil de Atividade Humana é valido para estimar a capacidade

funcional de individuos com insuficiéncia cardiaca? Este artigo sera enviado para a

Revista Brasileira de Fisioterapia.
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4.1 - Artigo 1

EFFECTS OF THE INTENSITY AND DURATION OF ACUTE PHYSICAL EXERCISE
ON THE INFLAMMATORY MARKERS AND REDOX BALANCE IN INDIVIDUALS

WITH HEART FAILURE

ABSTRACT

Objective: to compare the effects of three exercises of different intensities and durations on
the inflammatory markers sTNFR1 (soluble tumor necrosis factor receptor) and IL-6
(interleukin-6) and on the oxidative stress (malondialdehyde- MDA and the activity of the
antioxidant enzymes: catalase — CAT and superoxide dismutase — SOD) in individuals with

chronic heart failure (HF).

Study design: Eighteen patients with HF (45.4+11.3 years old, left ventricular ejection
fraction: 36.71£10.3%), performed three exercise sessions: M30 — moderate intensity for 30
minutes; L30 — mild intensity for 30 minutes and L45 — mild intensity for 45 minutes (M30
isocaloric). Blood analysis was performed before the exercise (baseline), immediately after
(after) and 1 hour after the end of each session (after 1h), in order to determine sSTNFR1, IL-6,

MDA, CAT and SOD.

Results: In M30 there was an increase of STNFR1 and MDA immediately after exercise,
followed by increase of IL-6 and CAT after 1h. In L30, only an increase of IL-6 after exercise
was observed and no significant changes on the sSTNFR1, MDA, CAT and SOD levels. As for
exercise 145, there was an increase of MDA after exercise and of CAT after 1h, similar to

what occurred for M30.
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Conclusions: The exercise intensity was a more determining factor for the physiological
adjustments than the exercise duration. The moderate intensity exercise for 30 minutes (M30)
promoted a larger stressor stimulus both pro-inflammatory and pro-oxidative, when compared
to exercises L30 and L45. In response to this stressor stimulus, after 1h there was an anti-
inflammatory action of IL-6 inhibiting the expression of TNF-o, as well as the activation of

the enzyme antioxidant system, expressed by the CAT increase.

KEY WORDS: heart failure, inflammation; oxidative stress, exercise

INTRODUCTION

Heart failure (HF) is a progressive syndrome, characterized by exercise intolerance, dyspnea,
fatigue and decrease in quality of life, resulting from the heart’s inability to maintain a cardiac
output appropriate to the tissue demands . 1t’s a relatively common clinical condition and

is the final stage of several forms of cardiovascular diseases®.

The deteriorated heart function, per se, is able to modulate the inflammatory response and the
production of reactive oxygen species (ROS). Furthermore, the production of free radicals is a
powerful stimulus for the production of pro-inflammatory cytokines, such as the tumor
necrosis factor-alfa (TNF-a), interleukin-6 (IL-6), mediated by the nuclear transcription factor
kB (NF-kB) *®. On the other hand, the inflammation is also able to provoke oxidative stress.

Thus, oxidative stress and inflammation are involved in a cycle that is auto-perpetuated 7.

Although acute exercise is apparently pro-inflammatory and increases oxidative stress, it can

promote the stress stimulus necessary for the training chronic adaptations which are

t® ©- 19 and in the oxidative

beneficent™, including reduction in the inflammatory response
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(L 12 wyithin other benefits. However, these

stress, by enhancing the antioxidant system
responses, mediated by physical exercise, seem to be dependent on several factors, such as
intensity, duration and muscle mass involved "¥. Thus, the objective of this study was to
compare the effects of three exercise situations, of different intensities and durations, on the
inflammatory markers, mainly sTNFR1 and IL-6, and on oxidative stress, assessed by the

plasma concentrations of malondialdehyde (MDA), activity of the antioxidant enzymes

catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) in individuals with HF.

METHODS
Sample

Eighteen individuals of both sexes, with clinical diagnosis of HF, originated from the Heart
Failure Ambulatory of the University Hospital, aged between 28 and 59 years, belonging to
the I to III NYHA functional classes, participated in the study. The inclusion criteria were:
present predominantly systolic HF (left ventricular ejection fraction — LVEF>50%), be
clinically stable for at least 2 months prior to the study and in optimized pharmacological
treatment. Exclusion criteria: obesity (body mass index — BMI > 30 kg/m?), use of anti-
inflammatory agents or vitamins A, C or E; present other inflammatory diseases, kidney
failure, orthopedic or neurologic dysfunctions which limit physical exercise; history of
pulmonary disease, unstable angina, uncontrolled arrhythmias or peripheral arterial disease;
regular practice of physical exercises and inability to reach a respiratory exchange ratio — R >

1.0 during the maximal cardiopulmonary exercise testing (CPET).

All the experimental procedures which involved blood samples were performed in the

morning.
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This study was approved by the Ethics Committee of the University of the Institution
(protocol number 050/09). Before the participation, the volunteers that agreed to participate in
the research signed an informed written consent form, which contained information about all
the procedures that would be performed, the potential risks and benefits, as well as their right

to abandon the study at any time.

Procedures

On the first experimental day, the volunteers attended the laboratory for an initial assessment
that was composed by anamnesis, anthropometric assessment (weight, height and body mass
index - BMI) and the performance of a maximal cardiopulmonary exercise testing, described

below.

Cardiopulmonary exercise testing - CPET

A maximal CPET was performed on an electronic treadmill (Millenium Classic CI®,
Inbramed/Inbrasport, Brazil), with the analysis of the expired gases, by the breath-by-breath
method (Medical Graphics® CPX Ultima, Miami, FL, USA); slope protocol, with velocity
and/or slope increases every 10 seconds until fatigue. None of the tests needed to be

interrupted by the researchers.

Arterial blood pressure was measured by the auscultatory method (aneroid
sphygmomanometer, Diasyst®, Brazil and stethoscope, Littmann Classic Il S.E 3M®, USA)
and the subjective effort perception (SEP) by the Borg scale ¥ from 0 to 10. The peripheral
oxygen saturation - SpO, (pulse oximeter, Mediad INC., Model 300 Series, California, USA)
and the electrocardiogram (Cardioperfect, Welch Allyn®, USA) were continuously

monitored.
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The environmental conditions for the performance of the CPET were maintained between 18
and 22°C, the relative humidity of the air varied between 40 to 60% and the barometric
pressure was measured, in order to guarantee gas measurement in standardized conditions'*
' The volunteers were oriented to maintain their usual medication, refrain from smoking
and food/drinks with caffeine for 3 hours and avoid physical exercise 12 hours before the

test(ls).

Submaximal exercises

Within a maximal period of two weeks from the initial assessment, the volunteers returned to
the laboratory between 7 and 10 a.m., with over-night food abstinence of 9 to 12 hours. They
were instructed not to perform any physical exercises 24 hours before the three days of

submaximal tests and to complete a detailed food diary.

After a ten-minute rest, the first blood sample collection was performed (pre-exercise).
Afterwards, the volunteer received a standard breakfast, with bread, butter, mozzarella cheese,
industrialized grape juice, coffee and banana. This breakfast was ad libitum, however, a report
was made in order to guarantee that during the other test days the volume and the type of food

consumed were the same.

In a randomized order and separated by 3 to 7 days interval, the volunteers performed three
aerobic submaximal and continuous exercises: exercise M30— a moderate intensity walk, with
heart frequency correspondent to 60% of the VO,peak, on an electronic treadmill, for 30
minutes; exercise L30— a low intensity walk, with heart frequency correspondent to 40% of
the VO,peak, on an electronic treadmill, for 30 minutes; exercise L45 - a low intensity walk,
with heart frequency correspondent to 40% of the VO,peak, on an electronic treadmill, for 45

minutes (isocaloric to exercise M30). On all three situations, the volunteers performed active
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warming and cooling phases of three minutes each, in the intensity correspondent to the initial

velocity and slope of the CPET, as well as the time specified for each exercise.

Besides the pre-exercise blood sample collection (BASELINE), two other samples were
collected: at the end of the exercise (AFTER) and one hour after the end of the session (1H

AFTER), on all the experimental situations (L30, L45 and M30).

Food report

All the subjects were instructed to maintain their usual feeding habits during the study and to
complete a food diary with the description of the food that was consumed, the amount and the
time, three days before the first submaximal exercise. They received a copy of this food report

and were oriented to repeat the same alimentation on the other two days.

Blood collection and analysis

Approximately 10 mL of blood were obtained from each puncture (BASELINE, AFTER and
1H AFTER), on the three experimental situations (L30, M30 and L45), by a nurse auxiliary,
via antecubital vein, in 4 mL tubes with EDTA (ethylenediamine tetraacetic acid) and 4.5 mL

with citrate.

In order to separate plasma and the erythrocytes, the tubes were centrifuged immediately after
each blood sample collection. The ones with citrate were centrifuged at 1500 rotations per
minute (Fanem®, Brazil), during 15 minutes and those with EDTA were taken to a
refrigerated centrifuge (Sigma-Aldrich 2K15, Germany) at 4°C, 3500 rpm, for 10 minutes.
Immediately after the centrifugation, in a laminar flow hood, plasma and erythrocytes were
separated in 1.5 mL sterile microtubes (4Axygen®, USA) and placed in a freezer at -80°C

(ColdLab® CL374-80, Brazil).
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Inflammation

Concentrations of IL-6 and sSTNFR1 were measured using an enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) according to the manufacturer’s specifications (Quantikine ® high sensitivity
human for IL-6 and Quantikine® Human sTNF RI/TNFRSFIA Immunoassay for sTNFRI,

both R&D Systems ®, USA).

Oxidative stress

The concentrations of MDA, CAT and SOD were assessed in duplicates, by the methods

described below.

The formation of MDA, an indicator of lipid peroxidation, was assessed by the detection of
substances reactive to thiobarbituric acid (TBARS; thiobarbituric acid reactive substances),

U7 adapted by Rabélo"®. In summary,

according to the method described by Wallin et al.
100uL of plasma were used in plastic tubes. Afterwards, this material was submitted to the
reaction with 1000uL of the thiobarbituric acid solution (TBA, 1.3 %; p/v; Sigma®, USA). A
standard curve was prepared with 190uL of different concentrations of 7,1, 3,3-tetra-metoxi-
propane (0-7.5 nmol/L; Sigma®™, USA) and 10pL of butylated hydroxytoluene (1 mmol/L;
Sigma®™, USA). This material was heated to 100°C for 60 minutes and cooled to 4°C for 10
minutes for the end of the reaction. Then, it was centrifuged at 3000 rpm for 15 minutes at

room temperature. The absorbance reading was performed at a microplate reader (Multiskan®

GO Microplate Spectrophotometer; Thermo Scientifc®), with a wave length of 532 nm. The

data obtained were normalized by the plasmatic protein concentration (nmol/mg protein) .

In order to measure the activity of the antioxidant enzymes (CAT and SOD) on the
erythrocyte component, firstly the hemolysis of the erythrocytes was performed. For this

procedure, 100uL of the erythrocytes were placed in 400uL of cold Milli-Q water. Then, the
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solution was centrifuged at 10,000 rpm for 15 minutes, at 4°C, in a refrigerated centrifuge.

The supernatant was used to perform the doses.

The CAT activity was determined by the decrease index of a reaction containing phosphate
and hydrogen peroxide (H,O,) tampon; the absorbance reading was performed in a
spectrophotometer Multiskan® GO Microplate Spectrophotometer; Thermo Scientifc®) (XU
et al., 2008). The CAT values were normalized by the hemoglobin (Hb) concentration and

expressed in pM-min-mL"'/mM Hb.

In order to measure the activity of the superoxide dismutase (SOD) enzyme, the commercial
kit (Fluka® Sigma-Aldrich, Germany) was used. The method is based on the use of a hydro-
soluble salt, the WST-1 (2-(4- lodophenyl)-3-(4- nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H
tetrazolium, monosodic salt), which is reduced by the superoxide radical anion ("O;’). The
product of this reaction is the “formazan” chromogenous. The reduction index is linearly
related to the activity of the xanthine oxidase (XO) enzyme, which is inhibited by the SOD.
Thus, its activity is determined as a percentage of inhibition of the XO by the inhibition of the
SOD. For the essay, 20uL of the erythrocitic lyses were diluted in PBS in the proportion of
1:200 and, afterwards, the manufacturer’s instructions were followed. The absorbance reading
was performed in the 450 nm wave length Multiskan® GO Microplate Spectrophotometer,
Thermo Scientifc®). The data normalization was performed according to the description for

the catalysis, in nm and the values are expressed in international units per mM of hemoglobin

(Hb) (U/mM Hb).

Statistical analysis

The normality of the continuous variables was assessed by the Shapiro Wilk test.

Nonparametric statistics was used because the variables were not normally distributed. The
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changes (delta) from after exercise to baseline (delta after-baseline) and 1h after the exercise
to after exercise (delta 1h after-after) were calculated and the differences between the three
submaximal exercises (L30, M30 and L45) were assessed by Friedman’s test for delta values
(in comparisons 3 x 2) followed by Wilcoxon post hoc test. The differences intra submaximal
exercises (baseline, after exercise, and 1h after) in the plasma were assessed by Friedman’s
and Wilcoxon’s tests. A p value of < 0.05 was considered statistically significant. For the
physical and clinical characteristics, the proportion of patients or mean and standard deviation
(SD) was given. Other variables were given as median values and interquartile range. The

SPSS for Windows version 15.0 software (SPSS, Chicago, Illinois, USA) was used.

RESULTS

Table 1 shows the physical and clinical characteristics of the volunteers who participated in

the study (n=18).

Inflammation

As show in Figure 1, the delta comparisons (after exercise-baseline and lh after-after)
between exercises M30, L30 and L45, showed an increase of IL-6 after exercise-baseline L30
versus M30 and L45, which reduced (p=0.016 and p= 0.022, respectively). However, for
situation delta 1h after—after, there was a reduction of IL-6 in L30 when compared to M30,
which increased (p=0.012) and a tendency to be different from L45 (p= 0.053). Between
situations M30 versus L45, there were no significant differences (p>0.05) (figure 1). The
sTNFR1 concentrations after exercise-baseline for M30 increased in relation to L30 and L45

(p=0.035 and p= 0.006, respectively) and in situation 1h after—after M30 these values were
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reduced in relation to L30 (p=0.043) and L45 (p=0.007). Between L30 and L45 there were no

significant differences (p>0.05) (figure 2).

The intra-submaximal exercise analysis (absolute data) showed that IL-6 increased after
exercise L30 (p=0.014) and returned to baseline levels lh after. In M30 and L45, no
significant differences were observed (p>0.05). As for the sSTNFR1 levels, they increased

after exercise M30 (p=0.039) and also returned to baseline levels 1h after (table 2).

Oxidative stress

The MDA alterations 1h after-after M30 were larger when compared to L45 (p<0.0001) and
to L30 (p=0.025) and also larger lh after-after L45 versus L30 (p=0.008) (figure 3). Also,
CAT 1h after-after exercise M30 increased in relation to L45 (p=0.001), but wasn’t different
from L30 (p<0.05) (figure 4). SOD did not present a statistically significant alteration

between exercises L30, M30 and L45 (figure 5).

Table 2 shows absolute values and the results of the comparisons between intra-exercise
MDA, CAT and SOD. The MDA levels in M30 increased after exercise (p=0.001) and 1h
after (p=0.004) and also increased after exercise L45 (p=0.010). CAT 1h after significantly

increased in M30 (p=0.049) and reduced in L45 (p=0.043).

DISCUSSION

The moderate intensity exercise for 30 minutes (M30) promoted a larger stressor stimulus
both pro-inflammatory and pro-oxidative, when compared to exercises L30 and L45. This
could be evidenced by the increase on the sSTNFR1 and MDA after exercise M30 levels. In

response to this stressor stimulus, after 1h there was an increase of IL-6 and CAT and a return
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to the baseline levels of sSTNFR1, which demonstrates the anti-inflammatory action of IL-6
inhibiting the expression of TNF-o, as well as the activation of the enzyme antioxidant

system, expressed by the CAT increase.

Some studies found an anti-inflammatory response right after one single exercise session,

with an increase of the plasmatic IL-6 without an increase of TNF-q,, %%

, whereas others
found results similar to ours, but after maximal exercises in patients with HF?. The
mechanisms which explain the increase of exercise induced pro-inflammatory cytokines, in
patients with HF, are not well established in the literature and some hypothesis have been

raised as, for instance, the adrenergic stimulation and the peripheral tissue hvpoperfusion “.5)

TNF-o and IL-6 are premature inflammatio
since TNF-o induces the IL-6 production w
@229 'We hypothesized that the increase ol
exercise M30 was mediated by the produ
peroxide, free radicals that stimulate the TN
response to this stressor stimulus, 1h afte

antioxidant systems were activated, result
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