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RESUMO

Estudos anteriores evidenciaram associacfes da obesidade e o desenvolvimento de
dislipidemia e inflamacdo cronica de baixo grau. Dessa forma, é possivel que alteracdes
imunometabdlicas, sistémicas e teciduais, coordenadas por fatores de transcricdo génica,
favorecam a instalacdo e progressdo de diversas doencas e que o nivel de condicionamento
fisico esteja diretamente envolvido nessas alteragcBes. Diante desses fatos, o objetivo do
presente projeto foi examinar a resposta imunometabolica de individuos obesos frente a dois
programas de exercicios fisicos em esteira rolante e a possivel participacdo do fator de
transcricdo génica PPAR-y em mondcitos. Homens obesos e inativos (IMC> 30 kg/m?, entre
18 e 35 anos) foram recrutados e randomizados em dois grupos: Treinamento intermitente de
alta intensidade (HIT) (10 x 1:1' a 100% - VO2max) ou Treinamento continuo moderado
(MICT) (65% - VO2max). O treinamento foi realizado trés vezes por semana, durante seis
semanas e 0 gasto energético das sessdes foi equalizado. Os valores de VO2max e velocidade
maxima foram obtidos em teste incremental maximo em esteira rolante. Os parametros de
composicao corporal foram avaliados por bioimpedancia e ultrassonografia, as concentracdes
sanguineas de IL-6, IL-10, TNF-q, insulina, cortisol, leptina e PAI-1 por ELISA, e perfil
lipidico e glicose por ensaio enzimatico colorimétrico. As coletas de sangue foram realizadas
Pré e Pds seis semanas de treinamento em cinco situagdes: 1) Jejum e 2) Pré-Sessdo; 3) Pos-
Sessdo; 4) 30min e 5) 60min apds uma sessdo de treinamento. Para cultura de células,
amostras foram coletadas nos momentos Pré e Pds e a expressdo dos genes IKK, TLR-4,
PPAR-y, PGC-lo e CD36 realizada por RT-PCR. Apds seis semanas de treinamento,
aumentos significativos ocorreram no VO:max, Velocidade Méaxima e Massa Livre de
Gordura (%). A Gordura Subcutanea, Pressdo Arterial Sistdlica e Diastolica foram reduzidas.
No Jejum ndo houve alteragdes nas concentragfes sanguineas das citocinas. Nas situacGes de
exercicio a IL-6 permaneceu elevada até 60 min apds a sessdo e a IL-10 apresentou menores
concentracfes em relacdo a sessdo Pré treinamento. Apesar dos resultados positivos
encontrados, uma intervencdo com maior duracdo parece mais indicada para adaptacdes
significativas na composicdo corporal e nos pardmetros sanguineos avaliados. Os resultados
indicaram que a via do fator de transcricdo PPAR-y, em mondcitos, ndo gerou alteracdes
significativas nos mecanismos estudados. Dessa forma, para melhor entender as implicacGes
dos dois modelos de treinamento propostos, novos estudos devem respeitar a equiparacao do
gasto energético das sessdes e ampliar o periodo de intervencdo e avaliar a via do PPAR-y em
outras células do sistema imunoldgico.

Palavras chaves: Treinamento intermitente de alta intensidade, metabolismo, inflamacéo
crbnica, fatores transcricionais.



ABSTRACT

Previous studies have demonstrated associations of obesity and the development of
dyslipidemia and low-grade inflammation. Thus, it is possible that immunometabolic,
systemic and tissue changes, coordinated by gene transcription factors, favor the
establishment and progression of several diseases and that the level of physical activity is
directly involved in these alterations. Thus, the aim of this project was to evaluate the
immunometabolic response of obese individuals front of two programs of exercise on a
treadmill and the possible participation of the gene transcription factor PPAR-y in monocytes.
Obese and inactive men (BMI > 30 kg/m?, 18-35 years old) were recruited and randomized
into two groups: High-intensity Intermittent Training (HIIT) (10 x 1:1" to 100% - VO2max) or
Moderate Continuous Training (MICT) (65% - VO2max). The training was performed three
times a week for six weeks and the energy expenditure of the sessions was equalized. The
values of VO,max and maximum velocity were obtained in maximum incremental test in
treadmill. The body composition parameters were evaluated by bioimpedance and
ultrasonography, blood concentrations of IL-6, IL-10, TNF-a, insulin, cortisol, leptin and
PAI-1 by ELISA, and lipid profile and glucose by enzymatic colorimetric assay. The blood
collections were performed Pre and Post six weeks of training in five moments: 1) Fasting
and 2) Pre-Session; 3) Post-Session; 4) 30min and 5) 60min after a training session. For cell
culture, samples were collected at Pre and Post and expression of genes IKK, TLR-4, PPAR-
Y, PGC-1lo and CD36 performed by RT-PCR. After six weeks of training, significant
increases occurred in VO2max, Maximum Velocity and Fat Free Mass (%). Subcutaneous fat,
Systolic and Diastolic Blood Pressure were reduced. In fasting there were no changes in blood
concentrations of cytokines. In exercise sessions IL-6 remained elevated up to 60min after the
session and IL-10 presented lower concentrations in relation to the Pre-training session.
Despite the positive results found, an intervention with longer duration seems more
appropriate for significant adaptations in body composition and blood parameters evaluated.
The results indicated that the PPAR-y transcription factor pathway, in monocytes, did not
generate significant changes in the mechanisms studied. Thus, in order to better understand
the implications of the two training models proposed, new studies should respect the
equalization of the energy expenditure of the sessions and extend the intervention period and
evaluate the PPAR-y pathway in other cells of the immune system.

Key words: High-Intensity Intermittent Training, metabolism, chronic inflammation,
transcriptional factors.
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1. INTRODUCAO

A inatividade fisica ja é considerada um dos maiores problemas de saude publica no
mundo, devido a sua importancia como fator de risco para muitas doencas e pela associacao
com um grande nimero de mortes (BLAIR et al., 2009; LEE et al., 2012). Monteiro et al.
(2003) analisando 11.033 adultos brasileiros de ambos os sexos, observaram sedentarismo em
87,0% dos participantes e um estudo de Colley et al. (2011) utilizando acelerdmetros estimou
que aproximadamente 85% dos canadenses ndo realizam o minimo de atividades fisicas
recomendadas. Esses habitos e condi¢des de saude facilitam o aumento da massa corporal e
acumulo de gordura que podem, muitas vezes, gerar alteragcGes nas concentracfes e perfil de
marcadores inflamatorios plasmaticos e/ou teciduais (BOOTH, 2012; OSBORN, 2012). O
aumento de mediadores pro-inflamatérios, mesmo em repouso, como o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1), proteina C-
reativa (PCR), interleucina 6 (IL-6) e a reducdo de citocinas anti-inflamatdrias, como
interleucina 10 (IL-10) e adiponectina (HOTAMISLIGIL 1993; SHIMOMURA, 1996; LIRA,
2010) s&o alguns indicadores de que a inflamacdo sistémica participa do complexo processo
regulatorio fisiopatoldgico de doengas cardiometabdlicas (HOTAMISLIGIL, 2006; KING,
2008; ADES, 2009; LIBBY, 2013).

Em contrapartida ao sedentarismo, a participagdo em programas de exercicios fisicos
esta relacionado ao aumento da qualidade e expectativa de vida (BLAIR, 2009; LEE, 2012).
Os efeitos antiaterogénicos e anti-inflamatérios promovidos pelas sessdes de treinamento
(Figura 1) (PETERSEN & PEDERSEN 2005; LIRA, 2010a; LIRA, 2010b; NETO, 2011;
LIRA, 2012; LANCASTER, 2014), bem como o controle das alteragcdes da gordura corporal,
atuam na prevencgdo e no tratamento de muitos distdrbios metabdlicos e cardiovasculares
(LEE, 2012; KROGH-MADSEN, 2012; LANCASTER, 2014). No entanto, devido a grande

diversidade de modalidades possiveis para pratica de exercicios fisicos, a compreensdo da
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influéncia de cada variavel nos desfechos para saude, se torna complexa. A intensidade e o
volume sdo pontos fundamentais no direcionamento e magnitude dos ajustes e adaptacoes

provocados no decorrer do treinamento.

Lipdlise

" Contragdo N
Glicogénio
v

Glicose

 Oxidagdo P
9 Lipideos £

/ TNF|
Q/1 raf
t

sTNF-RT IL-10

Figura 1. O crescente acimulo de gordura no tecido adiposo, promove a liberagdo de citocinas que podem
estimular a inflamag&o local e em outros tecidos quando atingem a corrente sanguinea periférica (A). A préatica
de exercicios fisicos por meio da contracdo muscular e maior utilizacdo dos estoques de energia diminui a
producdo de citocinas pré-inflamatdrias e aumenta as anti-inflamatérias (B). IL-1ra (antagonista do receptor de
interleucina 1); TNF-R (receptor de TNF-a); STNFR (receptor solivel de TNF-q).

Exercicio fisico e metabolismo lipidico

A pratica regular de exercicios fisicos pode promover efeitos benéficos no perfil
lipidico (LIRA, 2012) e dessa forma, tem sido considerada uma das melhores estratégias ndo
farmacoldgicas na prevencdo e tratamento de doencas cardiovasculares (EPSTEIN, 1995;
KNOWLER, 2002; HANDSCHIN, 2008; NETO, 2011).

Estudos abordando os efeitos do exercicio fisico aerébio de intensidade baixa a
moderada (aproximadamente 50-75% VOomax) estdo bem documentados e sugerem que
exista um limiar de intensidade para que essas alteracbes benéficas possam ocorrer. O
treinamento realizado em cicloergbmetro a 75% da frequéncia cardiaca maxima (FCmax) por
12 semanas foi capaz de modificar o perfil lipidico, levando ao aumento significativo nas

concentragOes de lipoproteina de alta densidade (HDL do inglés high density lipoprotein).
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Entretanto, intensidades menores que 65% FCmax ndo surtiram efeito sobre as fragdes lipidicas
de colesterol (STEIN, 1990). Além disso, Ferguson et al. (1998) relataram que, apds sessdo de
exercicios aerobios (60% VOzmax), apenas os individuos submetidos & sessdes com alto
gasto energético (> 1,100 - 1,500 kcal) apresentaram reducdo de triacilglicerol (TAG) e
aumento de HDL.

Embora a maioria dos estudos tenha caracterizado os efeitos do exercicio fisico
moderado sobre o metabolismo das lipoproteinas, estudos com exercicios de alta intensidade
ainda sdo escassos. Tsekouras et al. (2008) demonstraram que treinamento aerdébio de alta
intensidade (homens jovens sedentérios), realizado a 90% VOzico €m esteira rolante (8
semanas, 3 X semana, 8 x 4min = 32min e gasto energético médio de 446 kcal/sessdo) foi
capaz de proporcionar reducdo na secre¢cdo de VLDL-TAG (do inglés very low density
lipoprotein triglyceride), sugerindo que o exercicio de alta intensidade pode induzir mudancas
favoraveis no perfil lipidico. Por outro lado, estudos conduzidos por Spate-Douglas & Keyser
(1999) reportaram que, mulheres fisicamente ativas, saudaveis submetidas ao treinamento de
moderada ou alta intensidade (60 e 80% da FC de reserva respectivamente) em esteira rolante
durante 12 semanas e volume equalizado (duas milhas por semana), obtiveram resultados
similares sobre parametros do perfil lipidico, como o aumento de HDL-c e HDL2. No
entanto, somente o grupo que realizou exercicio em maior intensidade reduziu as
concentracdes plasmaticas de colesterol total, mostrando beneficio superior comparado ao
exercicio moderado.

A partir dessas informac6es, nosso grupo testou a hipotese de que o exercicio de alta
intensidade e baixo gasto energético realizado de maneira aguda em bicicleta ergométrica
(~90% VO2max) pudesse alterar o perfil lipidico em individuos jovens saudaveis. Os
resultados encontrados mostraram que, embora a intensidade do exercicio agudo de alta

intensidade tenha gerado baixo gasto energético (~124 kcal), foi responsavel por induzir uma
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reducdo nas concentragdes plasméticas de LDL-c e colesterol total imediatamente e 1 hora
apos exercicio quando comparado aos valores de repouso (LIRA, 2009a). Outros estudos que
objetivaram comparar o perfil lipidico apds exercicio realizado em diferentes intensidades e
equalizado por alguma varidvel, apresentaram resultados controversos com evidéncias
indicando maiores beneficios em exercicios de alta intensidade (TROMBOLD, 2013) ou
questionando a importancia da intensidade nas alteracdes geradas pelo exercicio (CROUSE,
1995).

Ainda que existam evidéncias que de maneira cronica o exercicio realizado em alta
intensidade possa gerar maiores beneficios, os resultados sdo conflitantes exigindo maior
aprofundamento nos mecanismos que promovem suas adaptacdes (GABRIEL, 2012;
TROMBOLD, 2013). A reducéo da gordura corporal (TRAPP, 2008), reversao de fatores de
risco associados a sindrome metabolica (TJONNA, 2008; ALVAREZ, 2018) e o0 aumento da
aptiddo aerébia (HELGERUD, 2007; MILANOVIC, 2015; BATACAN, 2017) sdo outros
efeitos associados a exercicios de alta intensidade.

O transporte reverso do colesterol é outro possivel mecanismo benéfico pelo qual o
exercicio fisico pode reduzir a LDL-c e aumentar a HDL (LEAF, 2003; THOMAS, 2012).
Esta via metabolica é responsavel por remover o excesso de colesterol da circulagdo e
redistribuir para os tecidos periféricos e figado. A préatica de exercicios fisicos em intensidade
moderada ou intensa, de forma aguda ou crénica pode aumentar a sintese de apolipoproteina
A-1 (apo A-1), constituinte priméria na formagdo de HDL, da atividade da enzima lecitina-
colesterol aciltransferase (L-CAT), responsavel pela transferéncia do éster de colesterol da
particula da LDL para a de HDL, e pode reduzir a atividade da proteina de transferéncia de
éster de colesterol (CETP), responsavel pela transferéncia do éster de colesterol da particula
da HDL para outras lipoproteinas (Figura 2) (CAMPAIGNE, 1993; SEIP, 1993;

FERGUSON, 1998; GRANDJEAN, 2000; DURSTINE, 2002; ELMER, 2016). Outro
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potencial mecanismo envolvido é a remocdo de VLDL e TAG do plasma, por hidrdlise,
mediada pela lipase de lipoproteina (LPL) e, possivelmente, pela lipase hepatica, transferindo
TAG para outras lipoproteinas (por exemplo, a HDL), através de troca de lipidios neutros,
conversdo da VLDL em LDL e das interagdes com os receptores hepéticos e/ou periféricos

(MAGKOS, 2007; MAGKOQOS, 2008; TSEKOURAS, 2008; LIRA, 2008).

Adaptado de Marques et al., 2018

- -

Figura 2. O exercicio fisico aumenta a atividade da AMPK e estimula PGC-1a (do inglés Peroxisome
proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha) que sdo co-ativadores do fator de transcricdo PPAR-
y, responsavel por transcrever genes de proteinas fundamentais para o transporte reverso de colesterol, como a
Apo A-1 e ABCA-1 (do inglés ATP binding cassette transporter Al). Também estimula a agdo da LCAT e pode
atenuar a atividade da CETP, favorecendo um perfil anti-inflamatorio e anti-aterogénico na circulagéo sanguinea.

A prética regular de exercicios fisicos também € capaz de induzir aumento na
expressao do gene da LPL e de sua atividade no musculo esquelético (SEIP &
SEMENKOVICH, 1998; PILEGAARD, 2000; MAGKOS, 2007), levando a diminuicdo do
TAG plasmaético, que estd relacionado & redugdo na producdo da VLDL pelo figado
(MONDON, 1984; LIRA, 2008; CHAPADQS, 2009; MAGKOS, 2009; LIRA, 2012). Seip et
al. (1997) mostraram que apos 1lh da execucdo do exercicio de extensdo de joelho por 60-90
minutos as concentracdes de VLDL e TAG retornaram a seus valores basais, porém o

aumento na expressdo do gene da LPL muscular manteve-se até 8h pds-exercicio,



15

possibilitando uma menor producdo de VLDL pelo figado mesmo que ainda ndo apareca
reduzida no plasma.

Sumarizando o que foi relatado acima, podemos concluir que o exercicio aerébio
moderado, bem como, o de alta intensidade, sdo capazes de promover melhoras no perfil das
lipoproteinas, tanto na reducdo da VLDL e TAG, quanto da LDL e colesterol total, e em

alguns casos, elevar as concentragdes da HDL.

Dislipidemia e Resposta Inflamatoria

As concentragdes circulantes de lipideos, principalmente &cidos graxos saturados,
podem potencializar a ativagdo de vias de sinalizagdo intracelular, principalmente
relacionadas a resposta pré-inflamatoria. Os acidos graxos saturados agem sobre a familia de
receptores do tipo Toll (TLR do inglés Toll Like Receptor), em particular o TLR-4, ativando a
via de sinalizacdo do fator nuclear kappa B (NF-xB). Essa via é reconhecidamente associada
ao aumento da transcri¢do de citocinas pr6 inflamatdrias, bem como a resisténcia a insulina,
diabetes do tipo 2 (DM2) e a obesidade (TAKEUCHI, 2001; LEE, 2001; CATRYSSE, 2017).

Huang et al. (2012) demonstraram que acidos graxos saturados induzem aumento na
expressao proteica de TLR-2 e TLR-4 em mondcitos, ocasionando aumento na produgéo de
TNF-a. Anteriormente Foldes et al. (2008) demonstraram que individuos com doenca
cardiovascular (faléncia crbnica dos cardiomidcitos) apresentavam aumento nas
concentragfes plasmaticas de lipideos associado ao aumento na expressdo de TLR-4 em
leucocitos.

Dessa forma, a transmissdo do sinal mediado pela ligacdo dos acidos graxos com 0
TLR-4 constitui um fenbmeno altamente complexo e variado, envolvendo reacdes de
fosforilagdo e ubiquitinagdo de proteinas alvo. Essa ligacdo promove a ativacdo da proteina
MyD88, que por sua vez ativa o complexo IRAK-TRAF 6 (receptor da IL-1 associada a

quinase e Fator associado ao receptor do TNF 6 respectivamente), proteina pertencente a
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classe das ubiquitina ligases (E3 ligases) com fungdo no desacoplamento do NF-xB da sua
proteina inibidora (Ix-B). Assim, o NF-xB ¢ liberado e pode migrar para o nucleo ligando-se
ao DNA e iniciando a amplificacdo génica de muitas proteinas relacionadas a inflamacao
(TAKEDA, 2004).

Em adicdo, as endotoxinas ou lipopolissacarideos, ativam a via inflamatéria se
acoplando aos TLR-4 de maneira similar aos acidos graxos. Nosso grupo de pesquisa
demonstrou recentemente que individuos sedentarios exibem concentracbes elevadas de
endotoxinas quando comparados a individuos altamente treinados (LIRA, 2010b). Este
quadro exibiu correlacdo positiva com as fragdes lipidicas no plasma, sugerindo que o quadro
inflamatorio-metabdlico sistémico exibido pelos sujeitos sedentarios estd associado ao

surgimento de diferentes doengas metabdlicas, como diabetes, obesidade, entre outras.

Papel do PPAR sobre o metabolismo de lipideos e via inflamatéria

Os lipideos circulantes, na forma de lipoproteinas, principalmente as VLDL e LDL,
estdo em constantes trocas de suas fragdes lipidicas com células do sistema imunolégico e dos
diferentes tecidos, principalmente com o musculo esquelético e tecido adiposo. Dessa forma,
seu metabolismo exerce importante papel sobre a fun¢do de mondcitos, particularmente, sobre
o transporte reverso de colesterol (CHINETT]I, 2001), no controle da sinaliza¢do inflamatoria
(BOUHLEL, 2007), bem como, na adesdo de mondcitos a parede endotelial, sua migracdo
para 0 espaco subendotelial e diferenciacdo em células esponjosas pelos macrofagos,
processos cruciais para o desenvolvimento de aterosclerose (ROSS, 1999). Apds a absorcéo
por mondcitos, componentes das lipoproteinas sdo processados e podem ser apresentados a
apo A-1, formando assim, o HDL-colesterol, que é transportado para o figado e direcionado
para degradacdo (BREWER, 2004).

Chinetti et al. (2001) demonstraram que a ativacdo das isoformas PPAR-a e PPAR-y

(do inglés Peroxisome proliferator-activated receptor) favorecem o transporte reverso do
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colesterol pela modulagéo na expressdo génica da ABCAL (do inglés ATP-binding cassette
transporter A1) em macrofagos. ABCAL é uma proteina chave no efluxo celular de colesterol,

que esta envolvida no controle da apoAl, e formacgéo de HDL.
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Figura 3. Mudltiplas formas de ativacdo do fator de transcricdo génica NF-kB e 0s mecanismos consequentes
para o aumento de estimulos pré-inflamatorios. (Figura adaptada de Catrysse e van Loo, 2017).

Os PPARs séo reguladores da expressdo génica de numerosas proteinas relacionadas
ao processo inflamatdrio e metabolismo de lipideos (PLUTZKY, 2003). Nos mondcitos,
especificamente, € bem documentado que o PPAR-y regula a resposta inflamatoria e exerce
papel primordial no quadro da aterosclerose através dessas células (NUNN, 2007).

O PPARy é membro de uma superfamilia de receptores nucleares, sendo altamente
expresso em diferentes tecidos, como tecido adiposo e hepatico, estimulando a transcri¢do de

genes especificos do metabolismo lipidico (FONSECA-ALANIZ, 2006). E ativado por
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ligantes do receptor 9-cis acido retindico (RXR) e o receptor trans &cido retindico (RAR)
(JOHNSON, 2000), e para induzir a transcricdo dos genes alvos, deve combinar-se com 0S
receptores X retindide-a (RXR-a), formando um heterodimero que se liga a sequéncias
especificas de reconhecimento (PPRES) na regido regulatdria dos genes-alvo.

Verificou-se que acidos graxos e glicose ativam a via do NF-kB em mondcitos,
elevando a producdo de citocinas pré-inflamatorias (DICKINSONI, 2008), por outro lado,
sabe-se que a ativacdo do PPAR-a e PPAR-y, contra regula a atividade do NF-kB, reduzindo
a producdo de citocinas por mondcitos e aumentando a apoptose desse tipo celular, sugerindo
que os processos inflamatorios mediados pelo NF-kB estdo intimamente relacionados com
fatores de transcricdo que controlam genes alvos do metabolismo de lipideos (CHINETTI,
1998).

Diversos autores (BUTCHER, 2008; YAKEU, 2010; THOMAS, 2012) sugerem que a
ativacdo do PPAR-y durante o exercicio constitui um novo e potencial fator anti-inflamatério
e antiaterogénico. No entanto, sdo incipientes os estudos sobre a relacdo imunometabélica e
as alteracOes na expressdo génica do PPAR-y, principalmente nos mecanismos moleculares e
fisioldgicos modulados pela auséncia ou envolvimento em diferentes programas de exercicios

fisicos.
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Justificativa

A prética insuficiente de atividades fisicas e uma alimentagdo com alto teor de
calorias, facilita o desequilibrio entre o gasto e a ingestdo de energia. Esses habitos estdo
relacionados a um aumento nas dimensdes do tecido adiposo. Essa hipertrofia dos adipécitos,
principalmente na regido visceral, acaba por estimular processos pro-inflamatorios de forma
continua, dificultando sua resolucdo e permitindo a instalacdo de um quadro de inflamacéo
cronica de baixo grau.e de processos pré-inflamatdrios, que por sua vez eleva o risco de
desenvolvimento de doencas cronicas como: dislipidemias, diabetes, hipertensdo arterial e
doengas cardiovasculares.

Somado a isso, habitos de vida com frequente desiquilibrio entre o gasto e ingestdo
caldrica, promovem aumento constante do tecido adiposo. Essas condi¢Ges prejudicam a
qualidade e a expectativa de vida desses individuos. Dentre as praticas que visam modificar
esse ciclo esta o exercicio fisico, que pode diminuir a hipertrofia no tecido adiposo e otimizar
processos metabdlicos, promovendo beneficios importantes nesse quadro complexo das
doencas cardiometabdlicas. Uma adequada aptiddo fisica pode proporcionar um perfil anti-
inflamat6rio e antiaterogénico, diminuindo os riscos de desenvolvimento dessas doencas.
Recentemente foi evidenciado que essas adaptacdes sdo reguladas por respostas
imunometabdlicas, coordenadas por fatores de transcricao génica.

Apesar de a literatura ressaltar os efeitos favoraveis da préatica de exercicios fisicos
sobre o quadro inflamatério, é crescente o questionamento sobre o impacto da intensidade e
volume das sessdes de treinamento sobre tais respostas. Em adi¢cdo, o conhecimento da
participacdo de fatores transcricionais, como o PPAR-y, sobre essas respostas ¢ escasso na

literatura.
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2. OBJETIVO
Objetivo Geral
Verificar a influéncia da intensidade do exercicio fisico em esteira rolante, agudo e
crénico, nas alteragdes metabolicas e a participacdo do fator de transcri¢do génica PPAR-y em
mondcitos, como possivel regulador chave na interacdo imunometabdlica em individuos

obesos do sexo masculino.

Objetivo especifico
Avaliar o perfil metabdlico e inflamatério sistémico Pré e Pds treinamento.

a) Avaliar o perfil metabdlico e inflamat6rio em repouso, antes e apds seis semanas dos
diferentes protocolos de treinamento. Para responder a este objetivo foram realizadas as
seguintes dosagens: triacilglicerol (TAG), colesterol total (COL-T), lipoproteina de baixa
densidade (LDL-c), lipoproteina de alta densidade (HDL-c), glicose (GLI), insulina,
cortisol, inibidor do ativador do plasminogénio 1 (PAI-1), interleucina 10 (IL-10),

interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a);

Avaliar em mondcitos a sinalizacdo intracelular de proteinas relacionadas ao
processo inflamatorio e dislipidémico, Pré e P6s treinamento.

b) Awvaliar a capacidade de producdo de citocinas em mondcitos dos diferentes grupos, Pré e
P6s seis semanas de treinamento. Para responder a este objetivo os mondcitos foram
cultivados por 24 horas na presenca e auséncia de LPS, e em combinagdo com
Rosiglitazona e GW9662 que sdo agonista e inibidor do PPAR-y respectivamente. Apos
esse procedimento foram dosadas as concentragdes de citocinas IL-6, IL-10 e do TNF- o
no meio de incubacdo.

c) Awvaliar a via de sinalizagdo do NF-kB em mondcitos. Para responder a este objetivo foi
quantificada a expressao génica por PCR tempo real. Os genes quantificados foram: NF-

kBp50, NF-kBp65, IKKa e TLR4.
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d) Avaliar a via de sinalizacdo do PPAR-y em monocitos. Para responder a este
objetivo avaliamos a expressdo génica por PCR tempo real do PPAR-y, PGC-la e

também de CD36 nos mondcitos isolados e submetidos aos diferentes estimulos.
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3. MATERIAIS E METODOS
Recrutamento dos participantes
A divulgacdo do projeto de pesquisa foi realizada pelos membros do Laboratério de
Fisiologia Celular e do Exercicio (LaFiCE - FCT/UNESP) na imprensa de Presidente
Prudente (radio, TV e jornal), e por meio da assessoria de imprensa da FCT/UNESP. Os
interessados entraram em contato por telefone ou pessoalmente. O estudo foi desenvolvido de
acordo com a declaracio de Helsinque e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (N°

46948215.8.0000.5402).

Participantes

Os critérios de inclusdo para participacdo foram: ser do sexo masculino, ter entre 18 a
35 anos de idade, indice de massa corporal (IMC) > 30 (kg/m?) e ndo praticar atividades
fisicas de forma regular e sistematizada. Os critérios de exclusdo foram: angina instavel,
infarto e/ou insuficiéncia cardiaca descompensada, doenca valvular grave, hipertensdo arterial
descontrolada, cardiomiopatia, faléncia renal, diabetes, limitacGes ortopédicas/neurolégicas,
presenca de cirurgias planejadas no periodo do estudo, abuso de alcool, cigarro ou drogas,
participacdo em outro estudo e relutdncia ao assinar o termo de consentimento livre e
esclarecido.

Apos esses procedimentos 63 individuos foram selecionados e encaminhados a um
médico cardiologista para avaliagdo da aptiddo cardiopulmonar. Do numero total de
participantes, 25 ndo foram incluidos nas analises do presente estudo por excederem 25% de
faltas e/ou ndo comparecer as avaliagdes finais. As causas de exclusdo foram: necessidades
profissionais (n= 10), uso de antibidticos ou anti-inflamatérios (n= 3), ndo liberado pelo
cardiologista (n= 1) e motivos pessoais (n= 11). Dessa forma, serdo abordados os resultados

de 38 participantes (Tabelal).
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Tabela 1. Caracteristicas dos participantes, antes do inicio do periodo de treinamento.
Valores expostos com média e desvio padrao.

HIT MICT p-valor
oaas 26,6 (5.6) 30,1 (45) 0,368
ES;[?,.E,[)J ra 176,1(6,7) 176,6 (5,1) 0,993
(mprﬁgg) 127,2(11,2) 126,5 (11,2) 0,857
(rﬁrﬁgg) 84,9 (8.2) 86,7 (8,7) 0,553
I(\Cg(): 103,6 (12,2) 110,9 (12,8) 0,113
(LgflrnCZ) 339(41) 35,14,1 0,123
gﬁ% 107,1(8,1) 113,0 (8,3) 0,078
o 35,2 (4,9) 34,8 (4.4) 0.807
(QMdFi{a) 2534,9 (338,4) 2548,8 (249,5) 0,905

MC: massa corporal total; IMC: indice de massa corporal; CC: circunferéncia de cintura; VOz2max: consumo
méaximo de oxigénio; TMR: gasto energético de repouso. HIIT (n=20), MICT (h= 18). p-valor < 0,05

Desenho experimental

Os participantes que passaram pela triagem inicial foram randomizados em dois
grupos: (1) Treinamento intermitente de alta intensidade (HIIT) ou (2) Treinamento continuo
de intensidade moderada (MICT). O treinamento teve frequéncia de trés vezes/semana e
duracdo total de seis semanas. As avaliacGes foram realizadas antes do inicio do programa de
treinamento (Pré), na terceira semana (Sem 3) para readequacdo da intensidade, e ao final da
sexta semana (Pds). Ao todo os participantes fizeram de 8 a 9 visitas ao laboratério no

momento Pré e no Pos.

Visita 1: Avaliacéo da Composicéo Corporal

A avaliacdo da composicdo corporal foi realizada por impedancia bioelétrica. O
aparelho utilizado possui oito eletrodos (E) (InBody 720 - Biospace, Seoul, Korea), que ficam
em contato com a palma (E1 e E3) e polegar (E2 e E4) de cada méo e com a parte anterior (E5

e E7) e calcanhar (E6 e E8) de cada pé. Frequéncias de 1, 5, 50, 250, 500 e 1000 kHz foram
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emitidas para aquisi¢do de cinco impedancias segmentares (braco direito, braco esquerdo,
tronco, perna direita e perna esquerda). Os dados adquiridos foram exportados para o
computador usando o software Lookin’Body 3.0 (Biospace, Seoul, Coreia).

Valores de massa corporal total (MC) estdo expostos em quilos, gordura corporal total
(MG) e massa livre de gordura (MLG) estdo expressas de forma absoluta (kg) e relativa (%) a

MC.

Visitas 2 e 3: Familiarizacdo com o ergbmetro (esteira rolante)
Essas visitas serviram para os participantes se familiarizarem com a esteira rolante.
Para isso, eles caminharam, trotaram e realizaram saidas da esteira com ela em movimento

(salto), simulando o que fariam caso fossem alocados no grupo HIIT.

Visita 4: Teste Incremental M&ximo

Na quarta visita os participantes realizaram um teste incremental méaximo (IT) (Esteira
Ergométrica Inbramed, modelo ATL, Brasil) com objetivo de mensurar o consumo maximo
(VO2max) ou pico de oxigénio (VOgpico), bem como a velocidade maxima de corrida
(Vmax).

Os participantes realizaram aquecimento com caminhada de 5 a 7 min a 5 km/h,
previamente ao IT. A velocidade inicial foi de 5,5 km/h, com incrementos de 0,5 km/h a cada
minuto e terminou com a exaustdo voluntaria do participante. Durante todo o teste a
inclinacdo da esteira foi mantida em 1% e aquisi¢do de gases feita a cada respiracdo através
de uma méscara conectada ao analisador de gases (Quark PFT - Cosmed®, Rome, Italy).

Os valores de VO> foram analisados com médias dos ultimos 20 segundos de cada
estagio. O termo VOqpico foi adotado quando a diferenca entre os dois maiores valores foi

superior a 150 mL/min e o termo VO2max quando a diferenga foi menor.
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A maior velocidade sustentada durante todo o estagio foi assumida como Vmax.
Quando o participante entrou em exaustdo antes do fim do estdgio, foi usada a formula

proposta por Kuipers et al. (1985) que é:

Vmax = velocidade do altimo estagio completo + (tempo no estégio incompleto (seg) / tempo total de

estagio (seg)) * velocidade do incremento (km/h)

Visitas 5 a 7: Testes em Intensidades Subméximas

Os participantes realizaram quatro testes com intensidades submaximas e duragdo de
7-min (Figura 4) para posterior determinacdo do custo energético total (EE) da sessdo de
treinamento. As intensidades foram 40, 50, 75 e 85% da velocidade correspondente ao
VO2max (iVO2max) ou VO2pico (iIVO2pico) de cada participante. Esses testes foram feitos
em ordem aleatéria e intervalo de 24 a 72h. O aquecimento anterior ao IT foi utilizado como
um dos testes submaximos para os participantes em que uma das intensidades calculadas foi

condizente a do aquecimento.

Visitas 8 e 9: Testes modelo HIIT e MICT

Todos os participantes realizaram uma sessdo de treinamento no modelo HIIT. O
protocolo adotado foi de dez esfor¢os de um minuto intercalados por um minuto de intervalo
passivo (10 x 1:1min). Os esforcos foram realizados a 100% da iVO2max/pico.

Além do teste com modelo HIIT, os participantes do grupo MICT realizaram um teste
de 30 minutos de forma continua a 65% da iVO2max/pico. Essas sessdes foram feitas com

mascara para aquisi¢do dos valores da troca de gases e posterior equiparagédo da EE.

Célculo do gasto energético da sessédo

O calculo do gasto energético levou em consideracdo o método de deficit de oxigénio
(Medbo et al., 1988). Com esse objetivo, os valores médios de VO2 do ultimo minuto de cada
teste subméaximo (visita 5 a 7) foram utilizados para desenvolver uma regressao linear, e com

a equacédo gerada estimar 0 VO2 necessario (VOazdemanda) Na 1IVO2max/iVOzpico. A diferenca
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entre 0 VO2 medido em cada minuto de esforco na sessdo HIIT foi subtraido do valor
estimado pela regressédo linear, e esse valor adotado como a contribui¢do anaerdbia (ANAEg)
para execucdo de esforgos nessas intensidades (Figura 5).

A sessdo de exercicio continuo com coleta de gases para o grupo MICT (visita 9)
(Figura 6) foi utilizada para a quantificacdo do custo energético de 30 min a 65% da
iVO2max/iVOzpeak e possibilitou o calculo para a equipara¢do do EE com o modelo HIIT.
Quando o EE foi inferior ao promovido na sessdo HIIT, o tempo excedente necessario foi
adicionado a partir do valor do custo energético por minuto (kcal/min) nessa intensidade,
calculado com a média do VO do ultimo minuto do protocolo realizado.

Esses calculos foram feitos de forma individualizada e consideraram o custo de 20.92
kJ (aprox. 5 kcal) para cada 1L de O utilizado (Gastin, 2001). Dessa forma cada participante

do grupo MICT teve seu EE equiparado com o proprio teste de HIIT.

5,0

4,5 -

4,0 | y =0,641x - 0,9706
R=0,9904

3,5
85%

3,04

VO, (Limin)

T T T T
30 35 4,0 4,5 5,0 5,5 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0

Velocidade (km/h)

Figura 4. Valores da média do consumo de oxigénio de um participante em quatro intensidades submaximas.
Equacdo da regressdo linear utilizada para estimacdo do VO condizente com a velocidade méxima atingida no
teste incremental.
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Figura 5. Representacdo do consumo de oxigénio durante um periodo de esforco e recuperacgdo do protocolo de
HIIT. Componentes levados em consideracéo para o clculo do gasto energético da sessao.
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Figura 6. Representacdo do consumo de oxigénio durante uma sessdo do protocolo de MICT. Componentes
levados em consideracdo para o calculo do gasto energético da sesséo.
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Protocolos de treinamento

Treinamento intermitente de alta intensidade (HIIT): um minuto de esforgo

seguido de um minuto de intervalo passivo, até completar dez esfor¢os (10 x 1:1min).
Intensidade de esfor¢o de 100% do VO2max/pico (iVO2max/pico).

Treinamento continuo de intensidade moderada (MICT): a intensidade de

treinamento para esse grupo foi de 65% da 1VO.max/pico e a duracdo prescrita de acordo com

0 gasto energético equalizado com a sesséo de HIIT.

Coletas e anélises sanguineas

Na primeira e Gltima sessdo de treinamento (Sessao-Teste) foram coletadas amostras
sanguineas em cinco momentos: 1- Jejum (12 horas), 2- ap6s 90 min de café da manhd
padronizado (Pré-Exerc), 3- logo apds a sessdo (HIT ou MICT) (Pés-Exerc), 4- ap6s 30 min
e 5- apds 60 min (Figura 7).

As amostras foram obtidas por meio da pun¢do da veia do antebraco realizadas por
profissionais de enfermagem. Foram coletados 8,5 mL de sangue em tubo com gel separador
(BD SST® Il Advance®) e mais dois tubos de 4mL, um contendo anticoagulante EDTA K2
para posterior separacdo do plasma e outro contendo fluoreto para analises de glicose (Becton
Dickinson, BD, Juiz de Fora, MG, Brasil). Logo apds as coletas os tubos foram centrifugados
a 3000 rpm, durante 15 minutos a 4 °C e as aliquotas armazenadas em tubos de polipropileno,
tipo eppendorfs, e estocados a — 20 °C.

As dosagens das citocinas e hormonios foram realizadas por ensaio de imunoabsorcéo
enzimatica (ELISA) com os seguintes Kits comerciais: 1L-6 (3,1 — 300 pg/mL), I1L-10 (7,8 —
500 pg/mL), TNF-a (15,6 — 1000 pg/mL), leptina (31,2 — 2000 pg/mL), PAI-1 (0,31 — 20
ng/mL) (R&D Systems, Inc., MN, USA), cortisol (0 - 50ug/dL) e insulina (0 — 300 ulU/mL)
(Monobind Inc., Lake Forest, CA, USA). A quantificacdo de glicose, colesterol total e HDL-c

foram realizadas pelo método colorimétrico e kits das empresas Labtest (Labtest®, Brasil).



29

Para obtencdo das concentracdes de LDL-c foi utilizada a equagéo de Friedewald (1972).

ﬁ MICT

3 x Semana
6 Semanas

Pés

Pré
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Figura 7. Representagdo grafica da Sessao-Teste que ocorreu no primeiro dia de treinamento (Pré) e na dltima
sessdo (Pos).

Estimulacdo do Sangue Periférico com PBS ou LPS

Em todos os momentos de coletas sanguineas da Sessdo-Teste (Pré e Pds), dois tubos
com 3 mL (EDTA K2, BD, Juiz de Fora, MG, Brasil) foram coletados para em seguida ser
adicionado PBS (3uL) em um e LPS (3uL, [10 ng/mL]) no outro. Apds isso feito
permaneceram em uma plataforma giratdria de baixa velocidade a 37 °C por 60 minutos. Ao
término passaram pelos mesmos procedimentos de centrifugacdo citados acima. Esse
protocolo teve como objetivo avaliar a resposta das células sanguineas totais a um estimulo
pré-inflamatério em um meio com menos interferéncia (“ex vivo”). Com as aliquotas

armazenadas foram quantificadas as concentracdes de IL-6, IL-10 e TNF-a.

Avaliacéo adjacente
Além das visitas realizadas na universidade (FCT/UNESP) os participantes realizaram

outros procedimentos em locais externos.
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Avaliacédo da Gordura Visceral e Subcutanea

As avaliagOes da gordura visceral e subcutanea foram realizadas em uma institui¢éo
especializada em diagnoésticos por imagens. Foi adotado o método de ultrassonografia e a
gordura subcutanea definida como a distancia entre a pele e a face externa do musculo reto
abdominal, e a gordura visceral como a distancia entre a face interna do mdsculo reto
abdominal e a parede anterior da artéria aorta. Os métodos e parametros para definicdo da
gordura visceral foram baseados nas descricdes anteriormente descritas por Ribeiro-Filho et
al. (2003). Todas as avaliacOes (Pré e Pos) foram realizadas pelo mesmo médico radiologista
utilizando um scanner TOSHIBA Eccocee com um transdutor de 3,7 MHz convexo (Téquio,
Japdo).

Todos os voluntarios foram orientados a permanecerem em jejum, por pelo menos

quatro horas antes da avaliacéo.

Procedimentos para cultura de células

Isolamento dos mondcitos

Para separacdo dos mondcitos das outras células do sangue total, foi adotado o
seguinte procedimento: ao sangue coletado foi acrescido Histopaque®-1077 (Sigma-Aldrich
Co. LLC) (proporcdo de 1:1) e ap6s 30 minutos de centrifugacdo por gradiente, com
velocidade de 400 x g em uma centrifuga sem freio, ocorreu a sedimentacéo dos eritrécitos e
separagdo das células mononucleares do sangue periférico (PBMC). Apos esse procedimento
foi feita a contagem das PBMCs em um hemocitdmetro (Camara de Neubauer) e depois
colocadas na concentragdo de 1 x 10%/mL em placas de poliestireno com 12 pogos, especificas
para cultivo de células (Kasvi - PR/Brasil). As células permaneceram incubadas por duas
horas a 37 °C e 5% de CO. em solugdo de meio de cultura de células (RPMI-1640 - Sigma-
Aldrich Co. LLC) enriquecido com glutamina ([2mM]), bicarbonato de sédio ([24mM]),

HEPES ([20mM]), 10% soro fetal bovino e antibidticos ([10000U/mL] de penicilina e
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[10000U/mL] de estreptomicina). Esse procedimento permite a separacdo dos mondcitos dos
linfocitos. Os mondcitos aderem ao fundo da placa enquanto os linfécitos que permanecem

suspensos no meio de cultura, sdo posteriormente retirados.

Tratamento dos monocitos

Ap0s isolamento dos mondcitos, para cada participante foram utilizados seis pogos
com volume final de 1mL cada. Esse volume compreende o meio de cultura e as substancias
usadas para o tratamento, como exemplificado na figura 8. Os mondcitos foram tratados com
LPS ([100ng/mL]), Rosiglitazona ([1uM]) e GW9662 ([10nM]) (todos da empresa Sigma-
Aldrich Co. LLC). Também foram feitas associa¢des de LPS com rosiglitazona (LPS + Rosi)
e com GW9662 (LPS + GW). Apbs 24h de incubacdo, o0 meio sobrenadante foi coletado e
estocado a — 80 °C para posterior determinagéo das concentragdes de TNF-a, IL-6 e IL-10.

Como a diluicdo do GW9662 é feita em sulfoxido de dimetilo (DMSO - Sigma-

Aldrich Co. LLC) a mesma quantidade (5uL) também foi acrescentada aos outros pogos.

1mL
Cels.

Rosiglitazona

1mL
Cels.
Controle

1mL
Cels.
GW9662

ImL
Cels.
LPS + Rosi

Figura 8. Representacdo da placa usada para cultura de mondcitos. Um pogo apenas com células e meio de
cultura de células (Controle) e os outros com as diferentes substancias usadas no tratamento.

Analise da expressdo génica por RT-PCR (real time — polimerase chain reaction) do NF-
kBp65, IKK, TLR-4, PPAR-y, PGC-1a e CD36.

Extracdo do RNA total. Apds 24 horas de incubacdo, 1mL do reagente Brazol (LGC
Biotecnologia Ltda. Cotia/SP) foi adicionado em cada pogo para anlises por RT-PCR com

Syber Green como corante fluorescente. O RNA total foi extraido (Chomczynskiand e Sacchi,
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1987), as concentragdes determinadas por espectrofotometria (260nm/280nm) e o cDNA
gerado utilizando a transcriptase reversa (Applied Biosystems, Foster, CA, EUA). A
quantificacdo foi realizada pelo método comparativo descrito por Livak (2001) e o gene
GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) utilizado como controle interno. A tabela

abaixo apresenta a sequéncias de bases utilizadas para cada gene.

Tabela 2. Sequéncia dos primers utilizados na analise do PCR-tempo real.

Gene Sequéncia (5"- 3) Sequéncia (3"-5")
PPAR-y CAGCCTTTAACGAAATGACCA TGTGGAGTAGAAATGCTGGA
TLR-4 TTTATCCAGGTGTGAAATCCAG  AGATGCTAGATTTGTCTCCACAG
NF-KB TCTCTATGACCTGGATGACTC GTTTCATGTCTCCTTGTGCT
PGC-la GCAGACCTAGATTCAAACTCAG GTATTCGCCATCCCTCTGTC
IKK GACCTTCAGATCACTCCTACAG CAAATGACCAAACAGCTCCT
CD36 TTTGGCTTAATGAGACTGGGAC  AAAGCAACAAACATCACCACAC

Citometria de fluxo

A técnica da citometria de fluxo foi utilizada para caracterizacdo dos mondcitos dos
participantes, pois sabemos que a obesidade pode gerar adaptac@es e alteragdes no fenotipo
dessas células.

Para a fenotipagem, as PBMCs (1x10°%) foram marcadas com anticorpos e
fluorocromos especificos para as proteinas de membrana CD14 e CD16 (APC Mouse Anti-
Human CD14 e PE Mouse Anti-Human CD16 — BD). Esses procedimentos foram
realizados em um citdmetro de quatro canais, modelo BD FACScalibur (BD Biosciences,
Mississauga, ON, Canada) e os valores analisados no software Infinicity 2.0 (Cytognos,

Salamanca, Espanha).
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Andlise Estatistica

A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados
descritivos estdo apresentados com média e desvio padrdo. Andlise de variancia bidirecional
(ANOVA) com medidas repetidas foi usada para comparar os valores obtidos nas avaliacfes
nos momentos Pré, Sem 3 e Pds intervencdo de treinamento nos grupos HIIT e MICT. Foram
analisadas alteracdes e diferencas decorridas do tempo de treinamento (“Tempo™), entre 0s
grupos (“Grupo ) e também a possivel interacdo do tempo e grupo (“TxG”).

Para comparacado dos valores percentuais das alteragdes ocorridas em cada grupo apos
0s respectivos treinamentos, foi utilizado o Teste t de student para amostras independentes.
Os valores do volume da sessdo de treinamento (minutos) e distancia total percorrida ap6s as
seis semanas (km), ndo sdo paramétricos e para comparagao entre os grupos foi utilizado o
teste de Mann-Whitney.

A significancia estatistica foi estabelecida em 5% para todas as anélises e os célculos

foram realizados usando software SPSS, verséo 22.0 (SPSS Inc., Chicago, IL).
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Os resultados serdo apresentados em topicos, para facilitar a organizagdo e

compreenséo.

Consumo Méximo de Oxigénio e caracteristicas das sessdes de treinamento

O consumo maximo de oxigénio foi avaliado nos momentos Pré, Sem 3 e Pos (Figura

9). O treinamento promoveu diferengas importantes, com elevaces significativas na terceira e

na sexta semana de treinamento em ambos grupos (Tabela 3; Figura 10).
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Figura 9. Valores de consumo maximo de oxigénio de todos os participantes nos testes incrementais maximos.
Antes do inicio do periodo de treinamento (Pré), na terceira semana (Sem 3) e ao término da sexta semana (P6s).
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Figura 10. Média e desvio padrdo do consumo maximo de oxigénio dos participantes dos grupos HIIT e MICT.
Antes do inicio do periodo de treinamento (Pré), na terceira semana (Sem 3) e ao término da sexta semana (P0s).
a: diferencas do momento Pré. p-valor< 0,05.

Apesar do valor médio das alteracbes percentuais serem aparentemente maiores no

modelo HIIT, a diferenca néo foi estatisticamente relevante (Figura 11).
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Figura 11. Grafico de barras com a média e desvio padrdo do consumo maximo de oxigénio dos participantes
dos grupos HIIT e MICT. A%: diferenca percentual entre os momentos Pré x Sem 3 e Pré x Pos.
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Outra variavel muito importante € a Vmax, utilizada no presente estudo como a
principal variavel de desempenho. A cada trés semanas os valores se elevaram, independente
do modelo de treinamento (Pré x Sem 3 e Pré x Pds, p < 0,001; Sem 3 x Pdés, p = 0,048)

(Tabela 3; Figura 12). No entanto, quando foram comparados 0s A% entre os momentos Pré e

Pos, o grupo HIIT apresentou maiores valores (Figura 12).

Tabela 3. Valores de média e desvio padrdo das variaveis fisiologicas e de desempenho, antes,
apos trés e seis semanas de treinamento.

e

Pré Sem 3 Pés Efeitos F p-valor  n?

VOzmax
(mL/kg/min)

HNT  352(49) 37,2(49)  381(43) Tempo 11,063 0,000 0,269
Grupo 0,890 0,353 0,029
MICT 348(44) 355(3,3)  363(3,0) TXG 1,297 0281 0,041

HIT  98(1,0) 103(0,8) 107(09) Tempo 46,689  0,000% 0,609

\limlx Grupo 1,623 0212 0,051
(kn/h)  micT 951,00 100(0,9 100(09  TXG 3471 0048 0104
- HIIT  283,6 (35.7) 3175(321) Tempo 12081 0002 0354
o i Grupo 0,031 0861 0,001
(keal) vt 2891 (30,1) 3080(36,7) TxG 0982 0332 0043

VO:2max: consumo maximo de oxigénio; Vmax: velocidade maxima no teste incremental; EE: gasto energético da

sessao de treinamento. p-valor < 0,05; * p-valor < 0,0001

Em relacdo as caracteristicas dos dois modelos de treinamento, uma condi¢do prévia
fundamental foi garantir que o custo energético das sessdes ndo fosse diferente entre os dois
grupos, e isso foi comprovado com a analise dos resultados. A diferenca existente foi apenas
no “Tempo” e ndo entre os grupos (Tabela 3). O volume da sessdo (minutos) foi diferente (p-
valor < 0,001) e isso ja era esperado, uma vez que no modelo HIIT o protocolo teve duracdo
fixa de 19 minutos (10 x 1:1) e no MICT (31,9 £ 4,9 min) o volume sofreu variacGes para se
adequar ao gasto caldrico da sessdo HIIT. A velocidade da sesséo (km/h) também foi prescrita
propositalmente diferente, com os participantes do grupo HIT treinando a 100%

IVO2max/pico e do MICT a 65%. Dessa forma a analise estatistica foi feita comparando

apenas 0s momentos Pré e Pos dentro de cada grupo e ndo entre eles. A comparacdo mostrou

diferengas no “Tempo” para os dois modelos, o que ja era esperado, pois a Vmax e VO,max

também aumentaram e a velocidade da sessdo é dependente dessas duas varidveis. Esses

resultados estdo apresentados na figura 13 (A, B).
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Figura 12. Valores de velocidade maxima atingida (Vmax) no teste incremental nos momentos Pré, Sem 3 e Pés
seis semanas de treinamento. A: média e desvio padrdo nos grupos HIIT e MICT; B: diferenca percentual (A%)
entre 0s momentos de avaliacdo. a: diferente do momento Pré; b: diferente do momento Sem 3. p-valor < 0,05.
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Figura 13. Representacdo grafica em barras da média e desvio padrdo do volume da sessdo (A), velocidade da
sessdo (B) nos momentos Pré e Pos seis semanas de treinamento. p-valor < 0,05.
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Composicdo Corporal, Pressao Arterial e Taxa Metabdlica de Repouso

ApOs seis semanas de treinamento, os dois modelos, promoveram alteracoes
semelhantes nos pardmetros de composigdo corporal avaliados, com aumento do %MLG e
diminuicdo da espessura da camada de gordura subcutanea. No entanto, a gordura visceral que
no momento Pré ndo apresentava diferencas entre os grupos (p= 0,348; Teste t) apds o
periodo de intervencdo, apresentou diferenca (Tabela 4). Os valores de MC, IMC, CC, MG,
MLG, %MG e TMR ndo sofreram modificac¢des significativas.

A pressdo arterial sistolica (PAS) e diastdlica (PAD) foram reduzidas apds o
treinamento aerobio. Essas alteracBes também foram independentes dos modelos de

treinamento (Tabela 4; Figura 14).

Perfil Lipidico e Glicose sanguinea

As concentracBes sanguineas das lipoproteinas (HDL-c e LDL-c), TAG e glicose
foram avaliadas na situacdo de Jejum (12 horas) e também durante a Sessao-Teste (Pré-Exerc,
Po6s-Exerc, 30min e 60min) nos momentos Pré e Pds. A tabela 5 apresenta os valores de
Jejum, que ap6s o término do periodo de treinamento ndo apresentaram alteracdes

significativas, embora praticamente todas as diferencas percentuais (A%) tenham sido

negativas.
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Figura 14. Valores de pressao arterial sistolica (PAS) e diastdlica (PAD) expressos em média e desvio padrdo nos
momentos Pré, Pds e da diferenga entre eles (A). * diferengas Pré x P6s. p-valor < 0,05.
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Tabela 4. Valores das variaveis de composicdo corporal, pressao arterial e taxa metabdlica de
repouso, antes e ap0s seis semanas de treinamento. Resultados expostos com média e desvio
padréo.

Variavel Grupo Pré Pos A%  Efeitos F p-valor n?
PAS HIT  127,2(11,3) 121,0(12,6) -4,8 Tempo 24353 0,000 0,456
H Grupo 0,816 0,374 0,027
(mmHg) MICT  126,5(11,2)  1151(10,1) -87  TxG 2,105 0,157 0,068
PAD HIT 84,9 (8,3) 817(105) -33 Tempo 4556 0041 0,136
" Grupo 0,025 0,877 0,001
(mmHg) MICT 867 (8,7) 806(85  -61 TxG 0446 0509 0,015
IMC HIT 33,4 (3,5) 33,2 (3,6) - Tempo 1250 0273 0,044
i Grupo 2431 0131 0,083
(kg/m?) MICT 356 (4,1) 35,4 (4,2) - TG~ 0052 0821 0,002
MC HNT  103,6(12,2)  1030(11,7) -0,5 Tempo 2079 0160 0,069

K Grupo 0,031 0,861 0,001
(ka) MICT  111,1(123) 1103(128) 07  TxG 2453 0129 0,081

HIT 107,1 (8,1) 1065(78) -06 Tempo 0987 0330 0,038

(Sr% Grupo 3,743 0,064 0,130

MICT 113,0 (8,3) 112,6 (8,3) -0,3 TXG 0,080 0,780 0,003

MG HIT 37,9 (8,6) 36,7 (9,4) 35 Tempo 0,610 0,441 0,021

(ka) Grupo 0,112 0,740 0,004

9 MICT 39,5 (10,9) 38,3 (9,6) -2,0 TXG 2,110 0,57 0,070

MLG HIT 66,0 (6,2) 66,7 (6,3) 1,1 Tempo 3,373 0,077 0,108

(k) Grupo 0,029 0,866 0,001

g MICT 71,0 (6,8) 71,6 (6,4) 0,9 TG 2,511 0,124 0,082

HIT 36,4 (5,8) 34,9 (5,8) 41  Tempo 0,346 0,561 0,012

% MG Grupo 0,875 0,357 0,030

MICT 36,2 (8,0) 34,9 (6,2) -3,0 TXG 2,147 0,154 0,071

HIT 63,6 (5,8) 65,1 (5,8) 25  Tempo 4,284 0,048 0,133

% MLG Grupo 1,548 0,224 0,052

MICT 63,8 (8,0) 65,2 (6,0) 2,8 TXG 2,415 0,131 0,079

Gordura HUT 55(1,7) 5,4 (1,0) 37  Tempo 0,142 0,709 0,005

Visceral Grupo 6,287 0,018 0,173

(cm) MICT 6,9 (1,9) 6,8 (2,0) -1,0 TXG 0,039 0,845 0,001

Gordura HUT 3,0 (0,9) 2,8 (1,0) 71 Tempo 5215 0,030 0,152

Subcutanea Grupo 0,906 0,349 0,030

(cm) MICT 2,6 (0,8) 2,6 (0,9) -2,0 TXG 1,817 0,188 0,059

TMR HIT  2534,9(338,4) 25254 (327,2) 04 Tempo 0,041 0,842 0,002

) Grupo 0,019 0,892 0,001
(kcal/dia)

MICT  2548,8 (249,5) 25395 (22855) -0 TXG 0,000 0,999 0,000
IMC: indice de massa corporal; MC: massa corporal total; CC: circunferéncia de cintura; MG: massa de gordura
MLG: massa livre de gordura; %MG: percentual de massa gordura; %6MLG: percentual de massa livre de gordura;
TMR: taxa metabolica de repouso. p-valor < 0,05 * p-valor < 0,001

Quando as concentragfes dessas variaveis foram analisadas na Sessédo-Teste (sem o
Jejum), diferencas significativas no “Tempo” (Pre x Pds) foram encontradas para GLI (p=

0,030), COL-T (p= 0,007), LDL-c (p= 0,006) e colesterol ndo-HDL (N-HDL) (p= 0,010).
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As alteracOes significativas foram apenas no “Tempo” e por isso a figura 15 apresenta os
valores dos grupos HIIT e MICT em conjunto, separados apenas pelos momentos de coleta
(Pré e P&s). Interessante salientar que os valores médios de todas variaveis lipidicas foram
menores na Sessdo-Teste apds seis semanas de treinamento (P6s), embora nem todos

estatisticamente significativos.
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Figura 15. Valores de média e desvio padrdo e média da diferenca percentual das variaveis lipidicas na Sesséo-
Teste nos momentos Pré e Pos treinamento. * p < 0,05.
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Tabela 5. Valores das concentra¢Ges de glicose e variaveis lipidicas, antes e apds seis semanas
de treinamento HIIT ou MICT. Resultados expostos com média e desvio padréo.

Variavel Grupo Pré Pos A%  Efeitos F p-valor n?
coLT HIT  182,3(56,4) 1748(53,7) -2,8 Tempo 1322 0260 0,045
Grupo 0256 0,617 0,009
(mg/dL) MICT  189,2(33,3) 1849(363) -16 TxG 0098 0756 0,003
HDL HIIT 34,3 (5,6) 332(61) -31 Tempo 2584 0119 0,081
-C Grupo 0,024 0877 0,001
(mg/dL) MICT 345 (7,3) 32531 -34  TxG 0196 0661 0,007

LDL HIT 1148 (54,4) 1121(49,6) 50  Tempo 0,150 0,701 0,005
/ df Grupo 0,061 0,807 0,002
(mg/dL) MICT  117,8(32,3) 117,0(321) 2,5 TG 0044 0,835 0,002

N-HDL HIT  1480(581) 141,6(541) -12 Tempo 0729 0400 0,025
- Grupo 0,260 0614 0,009
(mg/dL) MICT  154,7(34,6) 1523(351) 04  TxG 0153 0699 0,005

TAG HIIT  166,0(46,9) 147,3(349) -82 Tempo 2072 0,161 0,067

Grupo 2,509 0,124 0,080

(mg/dL) MICT 1820(485) 177,6(543) -06  TxG 0,798 0379 0,027

GLI HUT 93,1 (9,4) 94,6 (9,4) 2,2 Tempo 1,678 0,205 0,053

Grupo 0,061 0,806 0,002

(mg/dL) — mIcT  967(252)  898(124) -55  TxG 3676 0,065 0,109
COL-T: colesterol total; HDL-c: lipoproteina de alta densidade; LDL-C: lipoproteina de baixa densidade; N-HDL.:

colesterol ndo HDL; TAG: triacilglicerol; GLI: glicose. p-valor < 0,05.

Citocinas e Hormonios sanguineos

As citocinas plasmaticas também foram analisadas nas situacdes de Jejum e durante a
Sessdo-Teste. A tabela 6 apresenta os valores de Jejum, mostrando que ndo ocorreram
alteracdes significativas nessas variaveis. Quando avaliadas durante a Sessdo-Teste, as
concentracdes sanguineas de IL-6 permaneceram elevadas até 60 minutos apds o exercicio
guando comparadas as concentracGes Pré-Exerc (Figura 16). Essa alteracdo no “Tempo”
indica que as concentracbes IL-6 se mantiveram elevadas independente do modelo de
exercicio. J& as concentracfes de I1L-10 ndo se alteraram significativamente no decorrer das
sessOes de teste, mas quando analisadas com enfoque no “Grupo” os valores do grupo MICT
se mostraram superiores (p = 0,053) (Figura 17). As concentragdes de TNF-a permaneceram

estaveis durante a Sessao-Teste, antes e apos as seis semanas de treinamento (Figura 18).



42

6,0 - 6,0 -

1 I Pré EEPre
5,5 5 3 rupo MICT
1 T—JPés Grupo HIIT 559 [ Pés
5,0 5,0 4
45 45
4,0 ] 40
T 35 3,5
£ J
D 3,0 3,0 4
=3 4
© 25 2,54
= 20] 2,0
1,5 1,5
1,0 - 1,0 4
0.5 0,5
0,0 . : ; 0,0 - | , | |
Pré-Exerc Poés-Exerc 30min 60min Pré-Exerc Pos-E xerc 30min 60min

6,0 - )
| —=—Pré - Treinamento

554 —e—Pos - Treinamento
5,0

1 a
45
1 a
4,0 4 “
| 1 2
E 35 4
E 3,0
2 ] s
2,0 - l%.—-————‘
1,54 J J l bc
1.0: b
0,5 T T T T T T T
Pré-Exerc Pés-Exerc 30min 60min
HIiTe MICT

Figura 16. Valores das concentragdes de interleucina 6 (IL-6), média e desvio padrdo, durante a Sessdo-Teste,
Pré e Pds seis semanas de treinamento.

Os gréficos em barras apresentam o comportamento nos grupos HIIT e MICT.

O gréfico de linhas apresenta o comportamento da IL-6 com valores de HIIT e MICT agrupados e enfoque nos
momentos da Sess@o-Teste, Pré e Pés. a: diferente do Pré-Exerc (Pré); b: diferente do Pré-Exerc (P0s); c:
diferente do P6s-Exerc (Pds). p-valor < 0,05.
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Figura 17. ConcentragOes sanguineas de interleucina 10 (I1L-1-0) durante a Sess&o-Teste. Valores expressos com
média e desvio padrdo. A: grupos HIIT e MICT; B: valores Pré e Pés agrupados. * p-valor < 0,05
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Figura 18. Comportamento das concentragdes sanguineas do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) durante a
Sessdo-Teste antes e apds seis semanas de treinamento.
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Os horménios quantificados ndo apresentaram alterac@es significativas apds o periodo
de intervencdo (Tabela 6). Porém, como ilustrado nas figuras 19 e 20, o horménio leptina
apresentou correlagdes positivas com MG, gordura subcutanea (Fig. 19) e %MG e correlagéo

inversa com %MLG (Fig. 20), independente do modelo de treinamento.

Tabela 6. Valores das concentragdes de horménios e citocinas do sangue periférico, antes e
apos seis semanas de treinamento. Resultados expostos com média e desvio padrao.

Variavel Grupo Pré Pos A%  Efeitos F p-valor n?
Insulina HIT  18,0(82) 153(85) -53 Tempo 2134 0,155 0,069
L Grupo 1,905 0,178 0,062
@imb) — vict 235(172)  211(146) -38  TxG 0,007 0932 0,000
Cortisol HNT 19,8 (9,2) 193(9,2) 82 Tempo 10961 0,172 0,061
L Grupo 0,010 0,919 0,000
(MgfdL) et 168(96)  21,1(84) 414  TxG 2,867 0,101 0,087
Lepting HIT 26,3 (115) 252 (12,6) -14 Tempo 0,335 0,568 0,012
F/’ L Grupo 0,160 0,693 0,006
(ng/mL) MICT 287 (22,1) 267(147) 180 TxG 0029 0,867 0,001
AL HIT 496 (354) 529(356) 441 Tempo 2286 0,143 0,081
L Grupo 0,666 0,422 0,025
(ng/mL) MICT 583(34,3) 633(328) 416 TxG 0009 0,926 0,000
L6 HIT 1,6 (0,4) 1,707 142 Tempo 0031 0,862 0,001
mL Grupo 0,201 0,657 0,007
(Pe/mML)  MicT 1908 1707 -56 TxG 1767 0195 0,061
IL-10 HIT 41(22) 43(1,9) 101 Tempo 0518 0,478 0,020
pleng Grupo 0,845 0,367 0,033
(pg/mL) MICT  4,9(L,9) 5,0 (2,4) 2,2 T™XG 0,139 0,713 0,006
TNE- HIT 56 (12) 53(1,3) -45 Tempo 1,184 0,286 0,041
y L“ Grupo 0,040 0,843 0,001
(Pe/mML) Mt 58(3,0) 53(15) 66 TxG 0015 0,903 0,001

PAI-1: inibidor do ativador de plasminogénio tipo 1; IL-6: interleucina 6; IL-10: interleucina 10; TNF-a: fator de
necrose tumoral alfa. p-valor < 0,05.



45

70 ~-20

|| MG I
o | p=0,0001 . 18
r=0,70 - 16
50 14
_ 40 _'12 N
g e @GS | 10 &
O 304 .. =0001| [o 8
= 7 P -8 3
_ I
20 -6
L4
10 - I
| 2
0 T T T T T T T T T T T 0

Leptina (ng/mL)

Figura 19. CorrelagGes das concentracdes de leptina com a massa gorda absoluta (MG; em preto) e gordura
subcuténea (GS; em vermelho). Valores dos dois grupos agrupados (Pré e Pés). p-valor < 0,05
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Figura 20. CorrelagBes das concentracdes sanguineas de leptina com o percentual de massa livre de gordura
(%MLG; em preto) e de massa gorda (%MG; em vermelho). Valores dos dois grupos agrupados (Pré e Pés). p-
valor < 0,05
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Dosagens de citocinas — Sangue total estimulado com LPS

O comportamento das concentracbes de IL-10 e TNF-a estdo apresentados em
percentual de alteracdo em relagdo ao momento Pré-Exerc. A analise estatistica mostrou
diferenca no “Tempo”, que compreende os momentos Pré e Pos, indiferente dos modelos de
treinamento. Separadamente os grupos nao apresentaram diferencas, porém a cinética das
concentragfes no momento Pds sdo aparentemente distintas (Figura 21; A) e indicam que 0
grupo MICT pode ter maior contribuicdo na diferenca encontrada Pré e Pd@s treinamento
(Figura 21; B).

Nas concentracbes de TNF-a ndo houveram alteracGes significativas, porém
semelhante a IL-10 o grupo MICT apresentou, visualmente, um aspecto de elevagdo no

momento Pés.
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Figura 21. Interleucina 10 (IL-10) - Sessdo-Teste. AlteracBes percentuais em relagdo ao momento Pré-Exercicio.
Sangue total periférico estimulado com LPS. * diferencas entre os momentos Pré e P0gs seis semanas de
treinamento. p-valor < 0,05
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Figura 22. TNF-a - Sessdo-Teste. Alteracdes percentuais em relacdo ao momento Pré-Exercicio. Sangue total
periférico estimulado com LPS.

Cultura de Células

Dosagens de citocinas no sobrenadante

As citocinas IL-6, IL-10 e TNF-a quantificadas no sobrenadante da cultura de
monocitos foram analisadas com os dois modelos de treinamento juntos. Dessa forma, o foco
foi nos estimulos (LPS, LPS + Rosiglitazona e LPS + GW9662) e 0 momento de treinamento
(Pré e Pés). A figura 23 mostra o percentual de alteracdo das citocinas comparando a
concentracdo do poco estimulado com LPS com o pogco Controle que ndo recebeu estimulos.

As concentracdes de TNF-a foram significativamente elevadas apds a incubagdo com LPS

(p= 0,040).
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As concentragdes absolutas das citocinas apds a incuba¢do com LPS foram usadas
como referéncia para comparagdo com 0S pogos que receberam rosiglitazona ou GW9662
além de LPS. A figura 24 mostra esses valores relativizados pelo po¢o LPS. nos momentos
Pré e Pds treinamento. Apos as seis semanas de treinamento as concentragcbes de TNF-a

foram significativamente maiores que o momento Pré (p = 0,002).
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Figura 23. Concentracdes das citocinas IL-6, IL-10 e TNF-a no meio de cultura de mondcitos incubados por 24
horas com LPS. Valores expressos em percentual de alteragdo (A%) relativo ao pogo Controle, que ndo recebeu
estimulos para incubacdo. * p-valor < 0,05
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Figura 24. Percentual de alteracdo (A%) nas concentragdes das citocinas IL-6, IL-10 e TNF-a no meio de
cultura de mondcitos incubados por 24 horas com LPS somado a rosiglitazona ou somado ao GW9662. Valores

relativizados pelo pocgo estimulado apenas com LPS. Momento Pré e Pds seis semanas de treinamento.

* diferenca Pré x Pés p-valor < 0,05

Expressdo Génica

Os resultados de expresséo génica estdo apresentados de acordo com as alteragdes dos

genes avaliados em relagdo (nimero de vezes) ao gene GAPDH usado como “controle”

(Figuras 25 e 26).

Ap0s as seis semanas de treinamento, a expressdo de nenhum dos genes avaliados foi

alterada de forma significativa.
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vezes” comparadas ao gene GAPDH usado como referéncia.
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Citometria de Fluxo

A técnica de citometria de fluxo foi utilizada no momento Pré para avaliar o perfil dos
mondcitos dos participantes. Como j& detalhado na secdo de métodos, foram utilizados os
marcadores CD14 e CD16. A figura 27 mostra os resultados do conjunto de mondcitos
estratificados de acordo com a intensidade de fluorescéncia apresentada. A nomenclatura
adotada ¢ a mesma amplamente utilizada na literatura, denominando como “Cléssicos” os
mondcitos que apresentam grande expressao de CD14 e reduzida de CD16, de
“Intermediarios” os com grande expressdo de CD14 e menos de CD16 e de “N&ao-classicos”
aquela parcela que apresenta menor expressdo de CD14 e elevada CD16.

Os resultados evidenciam, nitidamente, uma maior parcela dos mondcitos de
caracteristicas classicas. 1sso era esperado com o perfil de sedentérios e obesos dos avaliados.
Mondcitos Classicos sdo reconhecidos por sua maior producgdo de citocinas pré-inflamatorias
e polarizagdo para macrofagos “M1” quando se infiltram nos tecidos que os atraem. Nosso
laboratério de pesquisa (LaFiCE) também realiza projetos com individuos eutréficos com
diferentes niveis de condicionamento fisico e quando comparamos o perfil dos mondcitos
entre eles, os individuos obesos apresentaram valores significativamente maiores de
mondcitos Classicos (dados ainda ndo publicados).
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Figura 27. PBMCs marcadas com anticorpos CD14 e CD16. Média e desvio padrdo das subpopulacdes de
mondcitos, classificadas de acordo com a magnitude da expressdo das proteinas de membrana celular CD14 e
CD16.
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5. DISCUSSAO

No presente estudo, apds seis semanas de treinamento HIIT ou MICT os participantes,
obesos e insuficientemente ativos, aprimoraram a aptiddo aerébia e o desempenho de corrida,
representados pelo VO.max e Vmax respectivamente. Medidas hemodinamicas importantes
como a pressdo arterial sistlica e diastélica diminuiram e as varidveis de composicdo
corporal se modificaram com aumento no percentual de massa livre de gordura e reducdo dos
estoques de gordura subcutanea.

As concentragBes sanguineas em jejum dos hormdnios, citocinas, componentes do
perfil lipidico e glicose ndo se modificaram. No entanto, os valores de COL-T, LDL-c e N-
HDL coletados na Sessao-Teste foram menores apds as seis semanas de treinamento nos dois
modelos de exercicio testados. A cinética das concentracdes de IL-6 se alterou, elevando-se
em menor proporcdo logo apos a sessdo de exercicios. Os resultados de cultura de células e
expressdo génica foram inconclusivos e necessitam ser complementados com um ndmero
maior de participantes e outros genes, respectivamente.

Um dos principais resultados do presente estudo, foi a melhora na poténcia aerdbia dos
participantes. Esse indice € muito utilizado no ambito das avaliacBes esportivas e também por
cardiologistas para averiguacdo da condicdo cardiopulmonar. O valor de VO3, definido pelo
produto do débito cardiaco e diferenca arteriovenosa de O2 (equacdo de Fick), agrega
mecanismos de captacdo, transporte e absorcado de oxigénio e por isso € muito confiavel para
avaliar a capacidade aerdbia funcional (HERDY & CAIXETA, 2016). Para que os valores de
VOomax sejam aumentados, sdo mobilizados muitos mecanismos fundamentais para o
funcionamento cardiovascular, e por esse motivo € um importante indicativo de riscos de
doencas nesse sistema. Muitos estudos tém evidenciado as associacdes da baixa aptiddo
aerdbia com mortes por DCV e todas as outras causas (BARRY et al., 2014; KAMINSKY et

al., 2013; SWIFT et al., 2013; VUORI et al., 2013; FRANKLIN et al., 2013; LEE et al., 2011,
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KODAMA et al., 2009). A meta-analise de Kodama et al. (2009) que comtemplou mais de
cem mil individuos, indicou que o aumento de um MET (3,5 mL/kg/min) na aptiddo aerdbia
corresponde a reducdo de 15% nas mortes por DCV e doengas coronérias e em 13% nas
relacionadas a todas outras causas. Lee et al. (1999) usando o banco de dados (n= 21.925) do
projeto ACLS (Aerobics Center Longitudinal Study) mostrou que o risco relativo de morte
por DCV de individuos obesos e treinados ndo foi diferente dos eutroficos treinados, mas era
trés vezes menor quando comparados aos individuos obesos e inativos. Os resultados desses e
outros estudos ndo descartam a importancia do controle da hipertrofia do tecido adiposo e
suas influéncias metabdlicas pro-inflamatdrias, mas deixam evidente a maior relevancia da
capacidade funcional do sistema cardiorrespiratorio no ambito geral da saude.

O desempenho de corrida (Vmax) melhorou nos dois grupos, mas o percentual de
aumento foi superior no grupo HIIT (A%= 10,0). Adaptagdes motoras, a0 padrédo de
movimento de corrida, e nos mecanismos de absorcdo de Oz e nutrientes e remogéo de COz e
outros metabolitos, promovem maior eficiéncia mecénica e metabdlica possibilitando
aumento na velocidade de corrida. A melhora do VO>max e da Vmax tornam as atividades
diarias menos desgastantes, e as sensacdes de bem-estar mais frequentes. Esses sdo
componentes importantes para estimular a adesdo e permanéncia dos individuos em
programas de exercicios fisicos.

Outro aspecto importante, principalmente em obesos, sdo as alteracbes que o
treinamento pode promover na composi¢do corporal. Em recente meta-analise Keating et al.
(2017) compararam as alteragcfes na MG e %MG entre estudos que utilizaram HIIT/SIT
(SIT= sprint interval training) ou MICT, indicando n&o haver diferencas importantes entre os
modelos e que nenhum dos estudos promoveu redugdo clinicamente relevante nessas
variaveis. Interessante ressaltar que embora néo significativo, nos estudos em que as sessdes

ndo sdo equiparadas (trabalho ou gasto energético) os resultados favorecem o MICT, porém
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quando equiparados essa vantagem desaparece. Em outra meta-analise, Batacan et al. (2017)
mostraram s6 haver redugdo no %MG nos estudos com sobrepesados/obesos e tempo de
intervencdo igual ou superior a 12 semanas. No presente estudo, apds seis semanas de
treinamento também ndo houve modificagdes nas varidveis citadas acima, mas o %MLG
aumentou e a GS diminuiu em ambos os grupos. O valor de %MLG é relativo a massa
corporal total e dessa forma, a reducdo da MG e aumento de MLG, embora néo significativos,
justificam esse resultado. Quanto aos diferentes locais de deposi¢cdo de gordura, apenas o
dep6sito subcutdneo foi reduzido. A meta-analise de Vissers et al. (2013) mostrou que
programas de exercicios aerobios, principalmente os de maior intensidade, podem diminuir a
gordura visceral mesmo na auséncia de dietas especificas. E recentemente em outra meta-
analise, Maillard et al. (2017) reafirmaram esses resultados. Considerando esses estudos,
nota-se a importancia de se considerar o gasto energético da sessdo e que a intervencao deve
ter preferencialmente durag&o maior ou igual 12 semanas.

As coletas sanguineas realizadas no inicio e ao final do periodo de treinamento
permitiram a avaliacdo de hormonios que tém participacdo importante em processos
metabdlicos que sdo influenciados negativamente com a hipertrofia do tecido adiposo e
constante sobrecarga calorica oriunda de padrdes alimentares inadequados. Insulina e leptina
em conjunto contribuem diretamente para sensacdo de saciedade e consequente reducdo da
ingestdo de alimentos. No quadro complexo da obesidade, muitas vezes a acdo desses
horménios é ineficiente por mecanismos relacionados a seus receptores. Essa ineficiéncia na
transmissdo dos estimulos, alimenta um ciclo que promove a sintese e liberacdo de grandes
quantidades desses hormonios na corrente sanguinea. Dessa forma, a reducdo média de
aproximadamente 3ulU/mL nas concentragdes basais de insulina, mesmo nédo significativas
estatisticamente, podem ser relevantes para essa populagdo. As concentraces de leptina

também ndo se modificaram, mas como relatado acima, houve redugdo da GS e aumento de



55

%MLG, duas variaveis significativamente correlacionadas a ela. Em conjunto, esses
resultados indicam que melhoras significativas podem ocorrer com a continuidade do
treinamento por periodos superiores a seis semanas.

As concentracOes das lipoproteinas, glicose, 1L-6, IL-10 e TNF-a no sangue periférico
foram quantificadas e avaliadas com enfoque agudo, nos momentos dentro de cada Sesséo-
Teste, e de forma crbnica quando os valores de Jejum e da Sessdo-Teste foram comparados
nos momentos Pré e P6s. Nenhuma alteracéo significativa ocorreu nos valores basais apds
seis semanas de treinamento. Porém, na Sessdo-Teste onde a dindmica metabolica esta
alterada para suprir as demandas impostas pelos estimulos do modelo HIIT ou MICT, as
diferencgas apareceram. Nas variaveis do perfil lipidico, reducGes significativas nos valores de
COL-T, LDL-c e N-HDL indicam que mecanismos de liberagdo e captacdo das lipoproteinas
foi otimizado. Neste estudo ndo foram avaliados outros marcadores necessarios para melhor
entendimento dessas vias especificas.

As citocinas do sangue periférico apresentaram diferencas nas concentracGes e padrdes
de comportamento ap@s treinamento aerdbio. Para IL-6 foi visto que as concentracBes
diminuiram ap6s o periodo de treinamento aerébio nos dois grupos. Sua elevacdo no
momento Pds-Exerc da Sessdo-Teste foi atenuada, e por isso as diferencas significativas
ocorreram apenas a partir de 30 minutos ap6s o fim da sessdo. Esses resultados em conjunto
com o melhor desempenho de corrida apresentado pelos participantes, indica adaptacdes
importantes, uma vez que essa interleucina tem participacdo nos mecanismos de mobilizacdo
e metabolismo de substratos energéticos.

Por outro lado, as concentracdes de IL-10 apresentaram diferencas entre 0s grupos.
Quando os valores da Sessao-Teste nos momentos Pré e Pos foram analisados juntos, o grupo
MICT mostrou valores significativamente maiores que os do grupo HIIT. Nas dosagens do

sangue periférico estimulado por uma hora com LPS, a diferenca estatistica para IL-10,
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ocorreu apenas entre 0s momentos Pré e Pds e ndo entre grupos. No entanto, o constante
aumento ocorrido no grupo MICT (Figura 21) pode ter sido o responsavel por essa diferenca.

Considerando as propriedades anti-inflamatdrias da I1L-10 e somando-se a isso, a
reducdo de IL-6 e estabilizacdo de TNF-a, pode-se entender que apds um periodo de
treinamento, as adaptagdes impostas pelo estresse dos dois modelos exercicio, sdo favoraveis
para auxiliar a atenuacdo e prevengdo de processos pro-inflamatérios, recorrentes na
obesidade e outras doencgas metabdlicas.

As concentracdes das citocinas dosadas no meio de cultura de células, mostraram que
apos 24 horas de estimulo com LPS, apenas a secrecdo de TNF-a foi aumentada. Esse
comportamento também se manteve quando rosiglitazona ou GW9662 foram acrescentados
ao LPS, compostos que sdo, respectivamente, agonista e antagonista do PPAR-y. Esses
resultados somados a ndo alteragdo da expressdo dos genes avaliados, indicam que a
intervencédo proposta ndo provocou alteragdes significativas nas vias metabdlicas em questéo.

Frente aos resultados aqui apresentados, € importante ressaltar que ao final das seis
semanas treinamento o grupo HIIT realizou, na média, menos da metade do volume do grupo
MICT (28,9 e 59,3 km respectivamente). E que esse é o primeiro estudo, de nosso
conhecimento, que considerou a participagdo do metabolismo anaerébio para equalizacdo do
gasto energético das sessbes dos dois modelos de treinamento. 1sso nos permite analisar 0s
resultados com enfoque nas diferencas do volume, intensidade e tipo especifico dos estimulos

de cada modelo de exercicio.
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6. CONCLUSAO
Os dois modelos de treinamento aerdbio realizados em esteira rolante por seis semanas
promoveram melhoras significativas e semelhantes na aptiddo aerdbia, desempenho de
corrida, reducdo da pressdo arterial e gordura subcutdnea. O gasto energético da sessdo
equalizado entre os grupos de treinamento se mostrou mais importante que as diferengas de
volume e intensidade dos protocolos, para as adaptacGes nas variaveis aqui estudadas. Dessa
forma, a quantificacdo e equalizacdo do gasto energético contemplando o componente

anaerobio é fundamental quando o objetivo é a comparacdo de modelos de treinamento.

Limitagdes e Considerag0es finais

Os resultados das concentracdes das citocinas e expressdo génica da cultura de células
serdo complementados, pois devido a alguns problemas técnicos, estdo com algumas lacunas
importantes. Por esse motivo foram discutidos brevemente a partir da parcela que esta

adequadamente finalizada.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa: “........cccoieoiiiiiiiiieie et
Nome do (a) Pesquisador (a): Fabio Santos de Lira

Nome do (a) Orientador (a): Fabio Santos de Lira

1. Natureza da pesquisa: o sr. estd sendo convidado a participar desta pesquisa que tem
como finalidade examinar o impacto do exercicio aerébio (continuo e intervalado de
alta intensidade) sobre a gordura corporal, aspectos inflamatorios, metabdlicos e
cognitivos em jovens adultos sobrepeso/obesos.

2. Participantes da pesquisa: Participardo da pesquisa homens adultos do sexo
masculino, sedentarios, que estdo acima do peso (IMC >27 Kg/m?), ndo-fumantes, sem
quaisquer alteracbes cardiacas, vasculares, respiratdrias e renais, sem problemas
ortopédicos, neurolégicos, sem depressdo e que apresentem atestado médico
cardiolégico. Os participantes serdo divididos aleatoriamente em um dos trés grupos
por meio de sorteio. Os grupos serdo: 1- aerobio continuo moderado (Continuo), 2-
exercicio aerobio intervalado de alta intensidade (HIIT) e 3- ndo fardo qualquer
atividade fisica regular e sistematizada, porém realizard as mesmas avaliacdes dos
demais grupos (Controle). Todos participantes, obrigatoriamente, terdo que apresentar
atestado médico com liberacdo a pratica de exercicios fisicos de alta intensidade. Os
grupos HIIT e Continuo realizardo um periodo de adaptacdo fisica (duas semanas)
seguidas de seis semanas de treinamento fisico com trés sessdes de exercicios
semanais.

3. Envolvimento na pesquisa: ao participar deste estudo o sr. permitira que o (a)
pesquisador (a) realize testes fisicos, cognitivos e analises do sangue coletado, e se
comprometerd em participar das seguintes etapas da pesquisa: (1) avaliacdo da
composicdo corporal; (2) avaliagdo da gordura visceral; (3) avaliacdo da funcdo
cognitiva; (4) avaliagdo da aptiddo aerdbia; (5) medida do gasto energético em repouso,
(6) avaliagdo do consumo alimentar; (7) coleta de sangue para o teste oral de toleréncia
a glicose; (8) duas semanas de adaptacdo na esteira rolante; (9) coleta de sangue,
medida da pressdo arterial e medida dos batimentos cardiacos (frequéncia cardiaca) na
primeira sessdo de exercicio ap0s determinacdo da velocidade de corrida/caminhada
para o treino; (10) seis semanas de treinamento fisico. Havera reavalia¢fes na terceira e

sexta semana. Os testes fisicos serdo realizados em esteira rolante e aparelhos que
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa: Profa. Dra. Edna Maria do Carmo
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avaliam a gordura corporal. Para a avaliagcdo da func¢do cognitiva serdo utilizados testes
diversificados que serdo aplicados por psicologo. A avaliacdo do consumo alimentar
sera realizada mediante questionario. O gasto energético de repouso sera realizado por
um aparelho que capta o seu consumo de oxigénio e liberagdo de gas carbonico,
mediante o uso de uma mascara conectada ao aparelho. Neste teste vocé podera sentir
um desconforto de pressdo da mascara em seu rosto. O sangue sera coletado por técnicos
de laboratorio, sendo que em um dia sera realizado o teste de tolerancia oral a glicose e
em outro dia a coleta de sangue referente a primeira sessdo de exercicio de cada etapa do
treinamento que consiste nos seguintes momentos e volumes de sangue: a) jejum de 12 horas
(62 ml); b) pré-exercicio (12 ml); c) imediatamente apos o exercicio (12 ml); d) 30 minutos
pos-exercicio (12 ml) e e) 60 minutos pds-exercicio (12 ml) para verificar o comportamento
hormonal e metabdlico em resposta ao treinamento fisico. Para a captacdo dos
batimentos cardiacos sera colocado no sr. uma cinta com sensor em Seu torax € um
receptor (reldégio) em seu punho. Neste procedimento ndo ha desconfortos. A sua
pressao arterial também serd avaliada na primeira sessdo de exercicio, a qual seréd
medida imediatamente antes do exercicio e nos minutos 15, 30, 45 e 60 apds exercicio
utilizando um aparelho automatico. As avaliacGes de aptiddo fisica e cognitiva bem
como as coletas de sangue na sessdo de exercicio ocorrerdo nas dependéncias do
Laboratdrio de Fisiologia Celular do Exercicio e as sessfes de treinamento ocorrerdo
no prédio do ASA, localizado no Departamento de Educacdo Fisica da FCT-UNESP,
sempre supervisionado por profissional de educacdo fisica. As coletas de sangue para o
teste oral de tolerdncia a glicose ocorrerdo no laboratério de analises clinicas da
UNILAB. E a avaliagdo da gordura visceral serd realizado por médico radiologista na
empresa RADISET.

Sobre as entrevistas: Serdo realizadas entrevistas para a verificacdo dos critérios de
incluséo dos participantes.

Riscos e desconforto: a participacdo nesta pesquisa ndo infringe as normas legais e
éticas. Podem eventualmente causar dores e desconfortos comuns a pratica de
exercicios fisicos. Além disso, devido ao numero de coletas de sangue realizados
através de puncdo da veia do antebraco, podera haver dores e/ou hematomas, ou ainda
outro desconforto no local da coleta. Ainda que raros e passageiros, poderdo ocorrer
desmaios ou infecg¢Bes no local de punc¢do. Cuidados serdo tomados para minimizar 0s
riscos. Vocé podera experimentar efeitos colaterais que ndo sdo conhecidos até o
momento ou nao foram relatados. Os procedimentos adotados nesta pesquisa obedecem
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aos Critérios da Etica em Pesquisa com Seres Humanos conforme Resolugdo no.
466/2012 do Conselho Nacional de Sadde. Nenhum dos procedimentos usados oferece
riscos a sua dignidade.

Confidencialidade: todas as informacdes coletadas neste estudo s@o estritamente
confidenciais. Somente o (a) pesquisador (a) e seu (sua) orientador (a) (e/ou equipe de
pesquisa) terdo conhecimento de sua identidade e nos comprometemos a manté-la em
sigilo ao publicar os resultados dessa pesquisa.

Beneficios: ao participar desta pesquisa a sra (sr.) ndo terd nenhum beneficio direto.
Entretanto, esperamos que este estudo traga informacOes importantes sobre os
beneficios da pratica regular do exercicio e acesso a todas as informac6es dos testes
aplicados, de forma que o conhecimento que sera construido a partir desta pesquisa
possa contribuir para melhora da qualidade de vida da populacdo com obesidade no
ambito nacional e mundial onde o pesquisador se compromete a divulgar os resultados
obtidos, respeitando-se o sigilo das informacGes coletadas, conforme previsto no item
anterior.

Pagamento: o sr. ndo tera nenhum tipo de despesa para participar desta pesquisa, bem
como nada sera pago por sua participacao.

O sr. tem liberdade de se recusar a participar e ainda se recusar a continuar

participando em qualquer fase da pesquisa, sem qualquer prejuizo para o sr. Sempre que

quiser poderd pedir mais informacfes sobre a pesquisa através do telefone do (a)

pesquisador (a) do projeto e, se necessario através do telefone do Comité de Etica em

Pesquisa.

Apds estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre para

participar desta pesquisa. Portanto preencha, por favor, os itens que se seguem: Confirmo

que recebi copia deste termo de consentimento, e autorizo a execu¢do do trabalho de

pesquisa e a divulgacdo dos dados obtidos neste estudo.

Obs: Néo assine esse termo se ainda tiver davida a respeito.

Consentimento Livre e Esclarecido
Tendo em vista os itens acima apresentados, eu, de forma livre e esclarecida, manifesto meu

consentimento em participar da pesquisa

Nome do Participante da Pesquisa
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Assinatura do Participante da Pesquisa

Assinatura do Pesquisador

Assinatura do Orientador

Pesquisador: Fabio Santos de Lira, contato: (18) 3229-5724

Orientador: Fabio Santos de Lira, contato: (18) 3229-5724

Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa: Profa. Dra. Edna Maria do Carmo
Vice-Coordenadora: Profa. Dra. Renata Maria Coimbra Liborio

Telefone do Comité: 3229-5315 ou 3229-5526

E-mail cep@fct.unesp.br
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: "Impacto de dois tipos de treinamento aerébio sobre a fung&o cognitiva, alteragdes
morfolégicas e imunometabdlicas sistémica de jovens com obesidade".

Pesquisador: FABIO SANTOS LIRA

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 46948215.8.0000.5402

Instituicdo Proponente: UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA JULIO DE MESQUITA FILHO
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

NUumero do Parecer: 1.408.549

Apresentacédo do Projeto:
O projeto de pesquisa é relevante e demonstra clareza cientifica, estando de acordo com as normas da
Resolucdo CNS 466/2012 do CONEP.

Objetivo da Pesquisa:
Verificar o impacto de dois diferentes tipos de treinamento aerdbio sobre a fun¢éo cognitiva, composicao
corporal e respostas imunometabdlicas em jovens adultos sobrepeso/obesos.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Os pesquisadores informam que os voluntarios correm o risco de sentirem dor muscular e articular apos as
sessBes de exercicio, bem como, devido ao nimero de coletas de sangue realizados através de puncao da
veia do antebraco, poderdo haver dores e/ou hematomas no local da puncdo. Ainda que raros e
passageiros, poderdo ocorrer desmaios ou infec¢cdes no local de puncgéo. Os pesquisadores afirmam que
serdo tomados cuidados para minimizar os riscos.

Os pesquisadores informam que, como beneficio indireto, os resultados encontrados poderado auxiliar na
prevencdo e tratamento da obesidade, bem como que os beneficios resultantes do projeto retornardo aos
participantes da pesquisa, seja em termos de retorno social, acesso aos

Endereco: Rua Roberto Simonsen, 305

Bairro: Centro Educacional CEP: 19.060-900
UF: SP Municipio: PRESIDENTE PRUDENTE
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procedimentos, produtos ou agentes da pesquisa.
As informag8es quanto aos riscos constam no TCLE.

Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
A pesquisa € relevante e pode gerar beneficios para a populacdo estudada, além de poder contribuir para

pesquisas futuras.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:
Os termos foram apresentados e estdo de acordo, porém o titulo da pesquisa deve ser devidamente
preenchido no TCLE.

Recomendacgdes:

Inserir o titulo do projeto de pesquisa no TCLE.

Informar verbalmente aos participantes a respeito dos riscos da pesquisa, além da informacao escrita no
TCLE, deixando-os a vontade para participarem ou ndo da pesquisa.

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Apbs as reformulacbes sugeridas, o projeto estd adequado, porém as recomendacdes supracitadas devem
ser respeitadas.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Em reuni&o realizada no dia 12.02.2016, o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias e
Tecnologia - Unesp - Presidente Prudente, em concordancia com o parecerista, considerou o projeto
APROVADO.

Obs: Lembramos que ao finalizar a pesquisa, o (a) pesquisador (a) devera apresentar o relatério final.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagées Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO P | 03/12/2015 Aceito
do Projeto ROJETO 545270.pdf 15:34:48
Projeto Detalhado / |Projeto_de_ Pesquisa.doc 03/12/2015 |Daniela Sayuri Inoue | Aceito
Brochura 15:31:46 | Yoshimura
Investigador
TCLE / Termos de |TCLE.doc 03/12/2015 |Daniela Sayuri Inoue | Aceito
Assentimento / 15:31:30 | Yoshimura
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mo

Justificativa de TCLE.doc 03/12/2015 |Daniela Sayuri Inoue | Aceito

Auséncia 15:31:30 | Yoshimura

Outros declaracao_unilab.pdf 02/12/2015 |Daniela Sayuri Inoue | Aceito
10:05:32 | Yoshimura

Declaracéo de Declaracao_Tecnica_de_Laboratorio.pdff 30/09/2015 |Daniela Sayuri Inoue | Aceito

Pesquisadores 19:27:56 | Yoshimura

Declaracao de Declaracao_Psicologo.pdf 30/09/2015 |Daniela Sayuri Inoue | Aceito

Pesquisadores 19:25:53 | Yoshimura

Declaracéo de Declaracao_Radiologista.pdf 30/09/2015 |Daniela Sayuri Inoue | Aceito

Pesquisadores 19:24:36 | Yoshimura

Declaracéo de Declaracao_Ultrasonografia.pdf 30/09/2015 |Daniela Sayuri Inoue | Aceito

Instituicdo e 19:21:16 | Yoshimura

Infraestrutura

Folha de Rosto folha de rosto.pdf 07/07/2015 Aceito
16:27:36

Outros termo de responsabilidade e 06/07/2015 Aceito

compromisso.pdf 17:22:53

Outros termo de compromisso.pdf 06/07/2015 Aceito
17:21:52

Outros autorizacao fct.pdf 03/07/2015 Aceito
17:42:01

Outros autorizacao lafice.pdf 03/07/2015 Aceito
17:40:24

Outros autorizacao chefe departamento.pdf 03/07/2015 Aceito
17:34:20

Outros autorizacao celapam.pdf 03/07/2015 Aceito
17:33:45

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Endereco:

UF: SP
Telefone:

PRESIDENTE PRUDENTE, 15 de Fevereiro de 2016

Assinado por:

Edna Maria do Carmo

(Coordenador)

Rua Roberto Simonsen, 305

Bairro: Centro Educacional
Municipio:

(18)3229-5315

CEP: 19.060-900
PRESIDENTE PRUDENTE

Fax: (18)3229-5353 E-mail:

cep@fct.unesp.br
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