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Resumo

O estilo de vida sedentario associa-se com alteragBes no perfil lipidico, inflamagéo
crbnica de baixo grau e aumento do tecido adiposo. Frente a essa questdo,
levantamos a hip6tese de que alteracbes inflamatorias e metabdlicas favorecem a
instalacdo e progressdo de diversas alteracdes metabdlicas, e estdo diretamente
envolvidas com aptiddo cardiorrespiratéria mensurada pelo consumo de oxigénio pico
(baixo ou alto VOye). Sendo assim, o presente estudo buscou responder duas
guestbes centrais divididas em duas etapas: ESTUDO | — avaliacdo das respostas
metabdlicas e inflamatorias periférica durante diferentes intensidades de esforco de
acordo com o nivel de condicionamento fisico dos sujeitos; ESTUDO Il — avaliacdo da
resposta metabdlica e inflamatdria celular de acordo com o nivel de condicionamento
fisico. Para o ESTUDO | foram recrutados 28 sujeitos saudaveis do sexo masculino
(idade: 28,8+8,6 anos; peso: 75,849,9 kg; VOsuo: 50,5+8,8 mL.kg™.min™) que
realizaram por 60 minutos ou até a exaustdo voluntaria trés protocolos de exercicio
agudo em baixa (<60% VO_pic,), moderada (60-75% VOy,ico) € alta intensidade (>90%
VOgpico). Em todas as sessdes foram coletadas amostras de sangue pré,
imediatamente apds e 60 minutos apds o término da sessdo para a determinacdo das
concentracoes de citocinas (TNF-a, IL-6, IL-10, IFN-y, PAI-1, adiponectina), hormdnios
(leptina e insulina) e parametros lipidicos (colesterol total, triacilglicerol, HDL-c e &cidos
graxos livres). No ESTUDO |, observou-se que a sessdo de esforco propiciou
significantes modula¢des sobre TNF-a, IL-6, razdo IL-6/IL-10, lactato e 4cidos graxos,
principalmente em alta intensidade; além de significantes correla¢des entre a producao
de IL-10 durante o exercicio com o nivel de condicionamento fisico, no sangue
periférico e estimulado. Interessantemente, o exercicio de alta intensidade foi capaz de
aumentar as concentracoes sistémicas de PAI-1 imediatamente apds a sessdo. Parao
ESTUDO Il foram recrutados 22 sujeitos (idade: 25,8+5,7 anos; peso: 76,5+14,4 kg;
VOapico: 47,8+12,3 mL.kg™.min™) para avaliar a produgdo de citocinas e express&o
génica de marcadores associados com a atividade do PPAR-y e NF-kB em mondcitos
tratados por 24h sobre a presenca de lipopolissacarideo (ativador da via inflamatoria
TLR-4/NF-kB), rosiglitazona e GW9662 (agonista e antagonista de PPAR- v,
respectivamente). Observou-se a nivel molecular que maiores concentracdes de IL-6
sdo produzidas por monoécitos de sujeitos de alto VO, €nquanto maiores
concentracdes de IL-10 séo produzidas em sujeitos de baixo VO .. Quando avaliada
a expressao génica de proteinas das vias de sinalizacdo do PPAR-y e NF-kB
observou-se maior expressdo de AMPK, TLR-4, PGC-1 e PPAR-y no grupo de alto
VO,pico- Sendo assim, conclui-se que o exercicio fisico em intensidades altas impde
importantes alteracdes metabdlicas que favorecem a instalacdo do quadro anti-
inflamatorio, entretanto tais adaptacdes periféricas sdo dependentes do nivel de
condicionamento fisico, dado que individuos de maior aptiddo cardiorrespiratoria
apresentam maior expressdo de proteinas e receptores celulares que modulam
positivamente a ativacdo do PPAR-y e inibem a via inflamatéria do NF-kB. Desta
forma, individuos de alto condicionamento fisico apresentam adaptacdes benéficas
nos mecanismos celulares e moleculares que refletem nas respostas metabdlicas e
inflamatérias periféricas frente a pratica de exercicio fisico.

Palavras chaves: Sedentarismo, exercicio fisico, metabolismo, inflamacao, fatores de

transcrigao.
\



Abstract

Sedentary lifestyle is associated with changes on lipid profile, low-grade chronic
inflammation and increased adipose tissue. In this line, we hypothesized that
inflammatory and metabolic alterations favor the installation and progression of several
metabolic disorders, and are directly involved with cardiorespiratory fitness (VOgpeax
uptake). Thus, the present study sought to answer two central questions divided into
two steps: EXPERIMENT | - evaluation of the metabolic and inflammatory peripheral
responses during different exercise intensities according to cardiorespiratory fitness;
EXPERIMENT Il - evaluation of cellular metabolic and inflammatory response
according to the cardiorespiratory fitness. For EXPERIMENT 1|, 28 healthy male
subjects were recruited (age: 28.8 + 8.6 years, weight: 75.8 + 9.9 kg, VOypea: 50.5 *
8.8 mL.kgt.min™) and performed for 60 minutes or until voluntary exhaustion three
acute exercise protocols at low (<60% VO zpea), moderate (60-75% VO,pea) and high (>
90% VOgpeax) intensities. In all sessions, blood sample was collected pre, immediately
after exercise and 60 minutes after the end of each session to determine cytokine
concentrations (TNF-a, IL-6, IL-10, IFN-y, PAI-1, adiponectin), hormones (leptin and
insulin) and lipid parameters (total cholesterol, triacylglycerol, HDL-c, and free fatty
acids). In EXPERIMENT 1, was observed that acute session provided significant
modulations on TNF-q, IL-6, IL-6/IL-10 ratio, lactate and fatty free acids, mainly at high
intensity; in addition, significant correlations was verified between IL-10 release during
exercise and cardiorespiratory fitness in peripheral and stimulated-blood. Interestingly,
high-intensity exercise was able to increase systemic concentrations of PAI-1
immediately after the session. For EXPERIMENT II, 22 subjects were recruited (age:
25.8 + 5.7 years, weight: 76.5 + 14.4 kg, VOgpeac: 47.8 + 12.3 mL.kg™.min™) to evaluate
cytokine production and gene expression of markers associated with activation and/or
inhibition of PPAR-y and NF-kB in monocytes treated for 24h on the presence or
absence of lipopolysaccharide (pro-inflammatory pathway activator by TLR-4/NF-kB),
rosiglitazone and GW9662 (PPAR-y agonist and antagonist, respectivetly). It was
observed that higher concentrations of IL-6 are produced by monocytes of subjects
with high VO,,eac While higher concentrations of IL-10 are produced in subjects with low
VOgypeak- When the protein expression of PPAR-y and NF-kB signaling pathways was
evaluated, higher expression of AMPK, TLR-4, PGC-1 and PPAR-y was observed in
the high VOgpea group. Therefore, it is concluded that physical exercise at higher
intensities imposes important metabolic changes that favor the installation of an anti-
inflammatory profile, however these peripheral adaptations are fithess-dependent,
given that individuals with greater cardiorespiratory fithess have higher expression of
proteins and cellular receptors that positively modulate the PPAR-y activation and
inhibit the NF-kB inflammatory pathway. In this sense, individuals with high physical
fitness condition present beneficial adaptations in the cellular and molecular
mechanisms that reflect in metabolic and inflammatory peripheral responses mediated
by physical exercise practice.

Keywords: Sedentary lifestyle, Physical exercise, Metabolism, Inflammation,
Transcription factors.
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1. INTRODUCAO

A pratica insuficiente de atividade fisica (<150 minutos/semanais)
(Garber et al., 2011) esta diretamente associada a instalacdo e progressao de
diversos disturbios metabdlicos, tais como obesidade (Ghigliotti et al., 2014),
dislipidemia (Antunes et al., 2015), diabetes mellitus tipo 2 e resisténcia a acao
da insulina (Chen et al., 2015), aterosclerose (Husain et al., 2015), alguns tipos
de canceres (Ackerman et al., 2017) entre outras. Estas doencas caracterizam-
se mutuamente por um quadro de inflamacédo crbnica de baixo grau dada por
uma sutil alteracdo nas concentragdes plasmaticas de fatores pr6é e anti-
inflamatérios (McNelis & Olefscky, 2014, Olefscky & Glass, 2010), sendo a
inflamacéo sistémica reportada como um mediador regulatério das doencas
supracitadas (King, 2008; Ades et al., 2009).

O desequilibrio nas concentracdes dos biomarcadores inflamatorios,
principalmente o aumento das citocinas pro-inflamatorias, tais como TNF-a (do
inglés: tumor necrosis factor alpha), PAI-1 (do inglés: Plasminogen activator
inhibitor-1), PCR (do inglés: C-reactive protein), IL-6 (do inglés: interleukin 6), e
a reducao das citocinas anti-inflamatorias, como IL-10 (do inglés: interleukin 10)
e adiponectina, estao intimamente relacionadas com o quadro persistente da
inflamacédo sistémica de baixo grau (Lira, et al., 2014; Ohashi et al., 2014). O
processo inflamatério associado com as doengas crbnicas ndo degenerativas
esta associado com uma maior atividade de fatores transcricionais, tais como
NF-kB (do inglés: nuclear factor kappa B), que ao ser ativado por endotoxina
(LPS) e/ou citocinas inflamatérias (ex.: TNF-a) induz a transcricao génica de
marcadores pro-inflamatérios (Baker et al., 2011).

Por outro lado, a pratica regular de exercicio fisico &€ capaz de propiciar

respostas anti-aterogénica e anti-inflamatéria (Nimmo, 2013; Petersen, 2005),

15



tendo em vista a capacidade que o exercicio possui em estimular a producéo
de citocinas anti-inflamatdrias, tais como IL-10, IL-1ra e a prépria IL-6, que
guando advinda da contragdo muscular e inserida em um millié estavel possui
carater anti-inflamatério, bem como aumentar a oxidacdo de lipidios
(Steensberg et al., 2003). E postulado que tais efeitos benéficos do exercicio
fisico estdo associados a ativacdo de outro fator transcricional, o receptor
ativado por proliferador de peroxissoma do tipo gama (PPAR-y), capaz de
regular a expressado génica de proteinas relacionadas com o metabolismo de
lipidios/lipoproteina, homeostase glicémica, proliferacdo celular e inflamacéo,
sendo no ultimo aspecto vinculado a producédo de citocinas anti-inflamatorias,
como a adiponectina e IL-10 (Tunstall et al., 2002; Auboeuf et al., 1997).

Frente ao exposto, € incipiente o conhecimento do papel da intensidade
do exercicio fisico aerdbio sobre os aspectos metabdlicos e inflamatérios,
regulado por fatores de transcricdo, principalmente o PPAR- vy, de acordo com
o condicionamento fisico. Neste contexto, investigar a resposta
imunometabdlica e fatores transcricionais frente diferentes protocolos de
exercicio fisico sdo fundamentais para a compreensdo da modulagéo do perfil

anti-inflamatorio e anti-aterogénico.
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2. REVISAO

2.1. Sedentarismo, doencas cronicas e resposta inflamatéria

A inatividade fisica é apontada como fator deletério para a manutencéo da
saude humana apresentando intima relacdo com as principais doencas
cronicas ndo transmissiveis do século XXI. Desta forma, esta condigéo é vista
como fator de risco isolado extremamente importante para a instalagdo de
distirbios metabdlicos, fenbmeno este chamado por alguns autores de
‘doencoma” da inatividade fisica (Pedersen, 2009). O doengoma pode ser
definido como um agrupamento de doencas que dividem mecanismos
patogénicos em comum, como por exemplo, inflamagéo cronica de baixo grau.

De acordo com Hallal e colaboradores (2012) 31,1% da populagéo adulta
mundial é classificada como fisicamente inativa, observando menor prevaléncia
em paises da Asia (17%) e maior prevaléncia nos paises das Américas e
Mediterraneo (43%). Com relagédo ao Brasil, em estudo recente conduzido por
Mielke e colaboradores (2015) observou-se que, em média, 46% da populacéo
brasileira (47,2% na regido Centro-Oeste, 45,6% na regidao Sul, 46,5% na
regido Sudeste, 44,3% na regido Nordeste e 48,1% na regido Norte) nao
atingem as recomendac¢fes de 150 minutos/semanais de atividade fisica
aerébia moderada para manutencdo da saude como preconizado pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS). Silva e colaboradores (2016)
observaram que esta incidéncia de inatividade fisica elevou-se para 63,6% na
populacdo adulta, sendo esta alarmante prevaléncia um determinante para a
diminuicdo da expectativa de vida, bem como para o aumento da incidéncia de
mortes prematuras (Lee et al., 2012).

As principais doengas crbnicas nao transmissiveis, tais como diabetes

mellitus tipo 2, dislipidemia e doencas cardiovasculares geralmente apresentam
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como caracteristica similar o quadro de inflamagédo crbénica de baixo grau.
Neste contexto o quadro inflamatério pode ser definido como aumento de duas
a quatro vezes nas concentracfes séricas de repouso de marcadores
inflamatérios que atuam como preditores de mortalidade (Candore et al., 2010),
observando aumento nas concentracfes sistémicas de PCR, TNF-a, PAI-1 e
IL-6 concomitantemente com a reducgdo de citocinas anti-inflamatorias, como
IL-10 e adiponectina (Lira et al., 2010).

E importante ressaltar que a inflamag&o, ou processo inflamatério, € uma
reacao fisioldgica ou uma sinalizagdo organica mediante danos teciduais locais
ou infecgcdes apresentando aumento do fluxo sanguineo, permeabilidade
capilar e migracdo das células dos vasos sanguineos, prioritariamente de
células do sistema imune para a regido lesionada. Ja a resposta inflamatoria
sdo 0s mecanismos ativados por meio da resposta imune inata de células
imunoldgicas para combate a inflamacao e, por isso, ndo é uma resposta
especifica, mas ocorre de maneira padronizada independente do estimulo.

No ambito das doencas cronicas ndo transmissiveis e inflamagé&o cronica de
baixo grau, um dos primeiros relatos da existéncia do quadro inflamatério
associado a elevadas concentracdes de TNF-a foi realizado por Hotamisligil e
colaboradores, em 1993, ao verificar associacdo entre a citocina, obesidade e
resisténcia a acdo da insulina (Hotamisligil et al., 1993). Anos depois, estudos
apresentaram o papel lipolitico do TNF-a devido a sua capacidade de mediar a
apoptose de pré-adipocitos e adipécitos maduros, bem como a lipolise de
adipécitos e inibicdo da adipogénese e lipogénese (Warne, 2003, Cawthorn,
2007).

O TNF-a foi descoberto em 1975 e identificado como uma proteina soluvel

advinda da ativacao de células do sistema imune, tais como mondcitos,
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macrofagos e linfécitos, e que atuava sobre linhagens de células tumorais em
resposta ao seu efeito citotdxico. Esta citocina € sintetizada como uma proteina
transmembranar de 26 kDa (233 aminoacidos) que passa por uma clivagem
proteolitica, via TACE (do inglés: metaloprotease TNF alpha-converting
enzyme), dando origem a citocina que € um polipeptidieo trimérico de 17 kDa
(157 aminoacidos) (Wajant, 2003).

De modo geral, a resposta inflamatoria ativada por TNF-a € mediada pela
interagdo da citocina com receptores de membrana da superfamilia de
receptores de TNF, o tipo | (TNFR1 / CD120a) e o tipo Il (TNFR2 / CD120b),
gue estdo presentes na superficie de quase todos os tipos de células, com
excecdo aos eritrocitos, culminando na ativagcdo de diversos fatores
intracelulares, tais com o NF-kB (Varfolomeev et al., 2016).

Outra citocina relacionada com a resposta inflamatéria frente as condicdes
de doenca e sedentarismo é a IL-6 que, no referido contexto, tem sua producao
estimulada via TNF-a, tendo em vista que estudos apontam que sua sintese é
significativamente aumentada por meio da ativacao das vias de sinalizagcédo do
NF-kB (Mansell et al., 2013).

A IL-6 é uma citocina de 21 kDa que teve seu cDNA clonado em 1986
como um fator de estimulacdo das células B por Hirano e colaboradores
(Hirano et al., 1986). Em 1987, Nijsten e colaboradores caracterizaram a IL-6
como uma proteina glicosilada (184 aminoacidos) envolvida na resposta
inflamatéria de fase aguda, produzida principalmente por mondcitos ativados,
gue possui associagcdo com outras proteinas de fase aguda, tais como PCR.
Segundo os autores, a caracterizacdo da IL-6 como uma proteina de fase

aguda esta associada ao rapido aumento de até 50 vezes, quando comparado
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ao basal, nas concentracdes circulantes da citocina frente o quadro de injaria
(Nijsten et al., 1987).

Neste contexto, a resposta inflamatéria da IL-6 € mediada pela interagdo da
citocina com receptores especificos de membrana, receptor de IL-6 (IL-6R),
gue encontra-se associado a proteinas transmembranar secundarias, como o
gpl30, responsaveis por mediar a transducdo do sinal da IL-6 apds a
dimerizacdo (Taga et al., 1989; Kishimoto, 2010). Esta citocina € importante
para a diferenciacdo celular, tais como das células TH;; (Bettelli et al., 2006),
orientacdo das respostas imune inata e adquirida (Scheller et al., 2011), além
de ser um potente fator estimulante para a sintese de outras proteinas
hepaticas de resposta aguda como PCR, SAA (do inglés serum amyloid A),
entre outras (Ramadori et al., 1988).

O quadro inflamatério crénico de baixo grau, além de caracterizar-se por um
aumento significante das concentracdes plasmaticas de marcadores proé-
inflamatorios, também apresenta reducdo de citocinas de carater anti-
inflamatorio, como IL-10 e adiponectina. Na obesidade é observada associacéo
entre acumulo de gordura na regido abdominal e reducdo das concentracfes
de ambos os marcadores (Manigrasso et al., 2005), bem como a reducao do
peso corporal, principalmente da regido andréide, é capaz de diminuir 0s riscos
para doencas cardiovasculares e melhorar o perfil anti-inflamatério de sujeitos
obesos por meio da elevacdo das concentracdes de IL-10 e adiponectina
(Chou et al., 2013).

Diversas sdo as propriedades anti-inflamatérias associadas a estas
citocinas, como por exemplo, a adiponectina é capaz de reduzir a expressao de
marcadores pro-inflamatorios, tais como TNF-a e IL-6, em resposta a reducao

na translocacao do NF-kB para o nucleo celular (Wulster-Radcliffe et al., 2004)
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e aumenta a secrecdo de outros mediadores anti-inflamatoérios, como a IL-10
(Wolf et al.,, 2004). A IL-10 por sua vez é capaz de melhorar o quadro de
resisténcia a acdo da insulina na obesidade (Dagdeviren et al., 2016), pode
atuar como fator terapéutico nas alteragbes cardiacas e doencas associadas
(Verma et al., 2012) e inibe a producdo de marcadores inflamatorios, tais como

TNF-a e IL-6 (Moore et al.,1993), também em resposta a reducao na atividade

do NF-kB.

2.2. Papel dos mondcitos naregulacdo das respostas inflamatérias

No final da década de 60 foi proposta pela primeira vez, por Van Furth e
colaboradores, a existéncia de um sistema fagocitario mononuclear que ligava
monadcitos a macréfagos inflamatérios e residentes em tecidos especificos em
uma unica linhagem de desenvolvimento (Van Furth et al., 1968; Van Furth et
al.,, 1972). Tais células mononucleares sado formadas na medula Ossea e
constantemente séo lancadas para a corrente sanguinea compondo 4% e 10%
do total das células imunes de animais e humanos, respectivamente (Ginhoux
and Jung, 2014).

Os mondcitos e os macrofagos sdo caracterizados como as menores
células do sistema imune que, morfologicamente, apresentam apenas um unico
nuacleo celular em estrutura arredondada. A meia vida dos mondcitos €
considerada curta variando de 20 horas na medula 6ssea e de ho maximo 5
dias em corrente sanguinea (Ginhoux and Jung, 2014). Tais células
mononucleares em circulacdo, principalmente no sangue periférico, sao
denominadas de mondcitos, e quando séo recrutadas e infiltradas em tecidos
especificos diferenciam-se para macréfagos tissulares. E importante destacar

gue os mondacitos circulantes sao células precursoras de outros tipos celulares,
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tais como macrofagos, células dendriticas e osteoclastos (Qu et al., 2014;
Rivollier et al., 2012).

Em estudo pioneiro para separacdo celular por tamanho e densidade, por
meio de centrifugacdo de gradiente e em contrafluxo (elutriacdo), Akiyama e
colaboradores (1983), caracterizaram os mondcitos em duas subpopulacdes,
sendo uma denominada de “mondcitos regulares” e outra de “mondcitos
intermediarios”. Os mondcitos regulares foram caracterizados por ter maior
tamanho, expressar altas quantidades de antigenos de superficie, exibir alta
atividade de peroxidase e produzir elevadas quantidades de IL-1, CSF (do
inglés: colony-stimulating factors) e prostaglandina E, Ao passo que 0sS
mondcitos intermediarios poderiam ser mais facilmente mobilizados de
reservas extravasculares e estar mais envolvidos na producdo de IFN-y (do
inglés: interferon gamma). Anos depois, e até os dias de hoje, a diferenca
fenotipica na expressédo dos co-receptor de LPS (CD14) e do receptor de FC
(fragmento cristalizavel) tipo Ill (CD16) é mais comumente utilizada para
distinguir as diferentes subpopula¢cdes de mondcitos e suas funcionalidades
(Passlick et al., 1989).

Atualmente é bem descrito na literatura classes de mondcitos que se
diferenciam entre si pela heterogeneidade fenotipica e funcional. Geralmente
estdo divididos em trés subpopulacbes de mondcitos: o0s classicos
(CD14™"CD16) que expressam elevadas quantidades de CD14 e ndo
expressam o CD16; compreendendo cerca de 90% dos mondcitos do sangue,
e os 10% restante sdo os intermediarios (CD14""CD16") que também
expressam elevadas quantidades de CD14 e expressam baixa quantidade de
CD16; e os nado classicos (CD14°'CD16"" ou CD14'°“CD16") que expressam

baixas quantidades do CD14 e altas quantidade de CD16 (Ziegler-
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Heitbrock, 2010). Além disso, tais subpopulacbes de mondcitos apresentam
receptores de quimiocinas especificos verificando expressao CCR2"" ¢
CX3CR;'” em mondcitos classicos e CCR2 e CXsCR; ™" em mondcitos
intermediérios e ndo classicos (Sprangers et al., 2016).

Em linhas gerais, os mondcitos classicos possuem fungdes associadas a
reparacdo tecidual, propriedades anti-apoptéticas e atuam como a primeira
linha de defesa da resposta imune inata contra patégenos. Classicamente sdo
0s principais produtores de citocinas proé-inflamatérias e espécies reativas de
oxigénio (ROS) e apresentam atividade fagocitica (Abeles et al., 2012). Além
dos CDs 14 e 16, possuem conjunto de receptores do tipo TLR (do inglés: Toll
like receptor) e que expressam genes envolvidos na angiogénese, cicatrizacéo
de feridas e coagulacdo (Yang et al., 2014). Os mondcitos intermediarios sao
os melhores apresentadores de antigeno comparados as outras subpopulacdes
devido a expressao elevada de moléculas para apresentacdo de antigeno, tais
como CCRS5 (do inglés: C-C chemokine receptor type 5) e HLA-DR ( do inglés:
human leucocyte antigen-DR), porém possuem reduzida capacidade fagocitica.
E os mondcitos ndo classico possuem fungbes anti-proliferativas, pro-
apoptoticas e contribuem na angiogénese e fibrose (Yang et al., 2014), sendo
observada maior predominédncia no sangue periférico de pacientes com
doencas inflamatérias. Sdo denominado pré-inflamatério devido reduzida
expressdo de CD14 e alta expressdao de CD16, além de liberar algumas
citocinas inflamatoria, tais como IL-13 e TNF-a (Cros et al., 2010).

Frente situacdes de injuria e inflamacdo, os mondcitos classicos sao
rapidamente mobilizados para o tecido lesionado para sinalizacdo e gerar
respostas inflamatérias, tais como reconhecimento e remocdo de corpos
estranhos e células apoptoticas (Wong et al.,, 2012). Os mondcitos
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intermediarios ja séo recrutados em uma resposta inflamatéria mais tardia, e
por muitas vezes nos estagios finais da inflamacao, por estar associado com a
apresentacdo do antigeno, secrecdo de quimiocinas e reconhecimento de
parasitas (Turner et al., 2014). J& os mondcitos ndo classicos sdo denominados
por muitos autores como “mondcitos de patrulhamento” por estar no endotélio e
ser constantemente mobilizado como parte da resposta inata local
diferenciando-se em macrofagos residentes (Thomas et al., 2015).

E digno de nota que todo processo estressor ao organismo culmina em uma
resposta imunolégica como mecanismo de defesa, seja essa uma injuria
provocada por invasdo de patogenos (infeccdo) ou por lesdo tecidual
(inflamacdo). Durante a resposta imune também ocorrem mudancas
significantes no metabolismo celular e, mediante quadros de doencas
metabdlicas, o excesso de lipidios e glicose circulantes atua como ativadores
da resposta imunologica. A partir destas relacdes deu-se o0 termo
Imunometabolismo, que pode ser definido como uma interacdo direta e
constante, ou seja um crosstalk, entre o sistema imunoldgico e a atuagdo do
metabolismo celular (Antunes et al., 2017)

Frente ao exercicio fisico, esta bem descrito na literatura que a quantidade
total de células do sistema imune, incluindo os mondcitos, altera-se
positivamente, sendo tais modulacdes reguladas por hormbnios (ex.:
adrenalina e cortisol) e diretamente relacionadas com a intensidade e duracao
da sessdo de treinamento aerdbio (Gabriel et al., 1992). A monocitose
(aumento da quantidade circulante de mondcitos) observada frente uma sessao
aguda de exercicio fisico ocorre de forma transitoria (por aproximadamente 2
horas) e outros efeitos funcionais podem ser identificados, tais como alteracéo

fenotipica (por uma necessidade de mobilizagdo de mondcitos CD147/CD16"
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nos tecidos), reducao da expressao dos receptores de membrana (TLR 1,2 e 4)
e, consequentemente, a produgdo de citocinas inflamatérias com reducgéo das
concentragbes de TNF-a, IL-6 e IL-1a (Walsh et al., 2011). Cronicamente, o
exercicio fisico parece reduzir a porcentagem de mondcitos CD14°/CD16".
Estudo conduzido por Scharhad e colaboradores (2005) para investigar os
efeitos do exercicio aerébio prolongado em ciclistas (70% do limiar anaerdbio
por 4 horas) observou-se que a sessao de exercicio induziu por curto prazo o
aumento das concentracdes de IL-6 e proteina C-reativa paralelamente ao
aumento do numero absoluto de células do sistema imune, tais como células
Natural Killer (NK), mondcitos e neutréfilos. Entretanto, sem alteracdes das
capacidades fagocitica e oxidativa das células. Por outro lado, Dimitrov e
colaboradores (2017) observaram que o exercicio de intensidade moderada
(60-75% VOgzpico) €m curto tempo de execugdo (20 minutos) reduz a
porcentagem de mondcitos produtores de TNF-a, e consequentemente, as
concentracdes da citocina em sangue estimulado ou ndo com LPS, concluindo
gue a regulacdo negativa da producdo de TNF-a por mondcitos durante o
exercicio agudo é mediada por concentracfes elevadas de adrenalina.
Metabolicamente, estudo pioneiro conduzido por Wang e colaboradores
(2006) em homens sedentarios saudaveis demonstrou que a intensidade do
exercicio fisico é fator determinante no processo redox, mediado pelo LDL
oxidado (LDL-o0x), em mondcitos. Além de aumentar significativamente a
guantidade de mondcitos, observou-se que o exercicio intenso (80% VO2max)
aumenta a supressdo da atividade da m-SOD (do inglés: mitochondrial
superoxide dismutase) e do conteudo de r-GSH (do inglés: reduced form vy-
glutamylcysteinly glycine) pelo LDL-ox, enquanto exercicios de intensidades
leve (40% VO:zmax) € moderada (60% VOzmax) reduzem os efeitos do LDL-0x
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sobre os mesmos parametros. Além disso, embora o exercicio intenso aumente
a producdo de espécies reativas de oxigénio, tanto o exercicio moderado
guanto o leve ndo influenciaram a producdo das espécies reativas de oxigénio

pelos mondcitos.

2.3. NF-kB: Vias de sinalizacao e resposta inflamatoria

O fator de transcricdo NF-kB foi descoberto em 1986, por Ranjan Sen (Sen
et al., 1986) e caracteriza-se por ser um complexo heterodimero, que possui
um dominio N-terminal de 300 aminoacidos, capaz de contribuir em diversos
eventos metabdlicos tais como na imunidade inata e adaptativa, adeséo
celular, diferenciacdo, proliferacdo, autofagia, senescéncia e apoptose (Xiao,
2004). Este fator transcricional foi intitulado como “fator nuclear kappa B” por
ser reconhecido como um fator de atuacdo nuclear (NF) que se liga
seletivamente a 10 pares de bases na regido promotora do gene, codificando
na cadeia leve kappa (k), e que foi descoberto em extratos de tumores de
células B (Ghosh et al., 1998).

As principais subunidades componentes do fator de transcricdo que estéo
descritas na literatura sdo p65 (RelA), p50 (NF-kB1), RelB, c-Rel, p105 e
p52/100 (NF-kB2), sendo a p65 e p50 as principais subunidades que compde o
heterodimero estudado no contexto da inflamacéo (Xiao, 2004). Em linhas
gerais, o NF-kB permanece inativo no meio citoplasmatico por estar acoplado a
um complexo inibitorio, de aproximadamente 700 a 900 kDa, reconhecido como
IKK (do inglés: inhibitor kinase complex) que impede a translocacédo do fator
transcricional para o nucleo celular (Baeuerle et al., 1988)

A exposicdo celular a substratos energéticos, tais como &cidos graxos
livres, bem como a estimulos metabdlicos estressores, tais como citocinas,

endotoxina e estresse oxidativo, advindos da lipolise e dieta hiperlipidica sdo
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fatores gatilho para o inicio da sinalizacdo pro-inflamatoria do NF-kB via
receptores TLR4 (Escoubet-Lozach et al., 2011; Yeop et al., 2010).

A interacdo entre o estimulo estressor e os receptores TLR culminam na
fosforilagcdo e ativacdo de diversas moléculas amplificadoras e adaptadoras,
tais como proteina de diferenciacdo mieloide (MyD88), quinase do receptor de
IL-1 (IRAK) e quinase associada ao receptor do TNF (TRAFS), entre outras,
gue sao responsaveis pela transducéo do sinal e ativacdo do complexo IKK
(Hayden et al.,, 2011). O complexo inibitério IKK pode ser subdividido em
porcdo catalitica (inibitéria) e ndo catalitica (regulatéria), sendo a unidade
catalitica caracterizada pelas proteinas IKKa e IKKB (ou IKK1 e IKK2,
respectivamente) e a unidade nao catalitica pela proteina IKKy (ou NEMO, do
inglés: NF-kB essential modulator), podendo estas proteinas originar um homo
ou heterodimero associado ou ndo ao NEMO (Mercurio et al., 1999).

A ativacdo do complexo IKK resulta na fosforilagdo de proteinas da familia
IkB (do ingés: inhibitor of kB), principalmente da subunidade a/p, e degradagao
da mesma pelo sistema ubiquitina-proteassoma 26S favorecendo a dissociagao
entre os complexos para que haja translocacdo do NF-kB para a regido
promotora do gene alvo para amplificar a transcricdo de genes associados com
a resposta inflamatoéria (TNF-qa, IL-6, INOS, COX2, PTP-1B) (Serrano-Marco et
al., 2012; Pahl, 1999) (Figura 1).

A instalagdo e a progressdo do quadro inflamatério em diversas doencas
cronicas ndo transmissiveis estdo associadas com o aumento da atividade e
expressdo do NF-kB. Em doengas cardiovasculares, como aterosclerose,
dislipidemia e alteracdes endoteliais, este fator de transcricdo € apontado como
um mediador da resposta inflamatéria por elevar a sintese de TNF-a, IL-6,

guimiocinas e moléculas de adeséo (Li et al., 2014; Antunes et al., 2016); o

27



mesmo millié inflamatério pode ser observado na diabetes mellitus tipo 2
(Grossmann et al., 2015), resisténcia a insulina (Hotamisligil et al., 1993) e
obesidade (Schmidt et al., 2015). Por outro lado, mudancas no estilo de vida
podem alterar significantemente a atividade e expressdo do NF-kB viabilizando

uma possivel resolucdo do quadro inflamatério crénico de baixo grau.
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Figura 1. Sinalizagdo classica (candnica) do NFkB
na transcricdo génica de citocinas inflamatdrias.
Adaptado de Viennois e colaboradores (2013)
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2.4. Efeitos anti-inflamatérios do Exercicio fisico

Como elucidado nos tépicos anteriores, a inatividade fisica associada a
inadequados habitos alimentares e cotidianos sdo fatores gatilho para a
instalacdo e progressdo de diversos disturbios metabdlicos, principalmente
para o desenvolvimento de doencas que apresentam um quadro inflamatorio

associado a elas. Se por um lado o baixo nivel de atividade fisica esta
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relacionado com significantes alteraces metabdlicas, a contracdo muscular
advinda do exercicio fisico é capaz de propiciar a liberacdo fatores imuno-
moduladores (IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-15), de atuacdo local e sistémica, e
ativar células do sistema imune (mondcitos/macréfagos, neutréfilos) com a
finalidade de auxiliar no processo de remodelamento muscular e reparagao
tecidual (Tidball & Villalta, 2010), bem como reestabelecer um possivel quadro
inflamatério devido sua acdo anti-inflamatoéria (Pedersen & Febbraio, 2012).

Um dos estudos pioneiros que ilustrou a mobilizacdo e interacdo entre
células do sistema imune e o metabolismo energético durante o exercicio fisico
foi conduzido por Bjorn Ahlborg e Gunvor Ahlborg (1970) que verificaram a
presenca de leucocitose, principalmente aumento de neutréfilos e linfécitos,
durante a sessdo de exercicio fisico em resposta aos mecanismos/atividade
beta-adrenérgicos resultando na sintese e liberacdo de catecolaminas, capazes
de estimular e disponibilizar substratos energéticos (glicose e acidos graxos)
para a musculatura esquelética e também uma modulagdo imune local e
sistémica.

A partir da década de 90, o exercicio fisico passou a ser caracterizado
como uma prética de efeitos anti-inflamatério, com aumento da atividade de
células imunes (Camus et al., 1998; Camus et al., 1998), e ao verificar que o
musculo esquelético era um 6rgdo enddcrino capaz de sintetizar e liberar
miocinas (Pedersen, 2011; Pedersen, 2012) que sdo caracterizadas como
citocinas provenientes dos midcitos frente a contracdo muscular com atuacao
autécrina, paracrina e endocrina (lizuka et al., 2014).

Uma das principais miocina investigada é a IL-6 que possui atuagdo
pleiotrépica, sendo que sua atuacdo dependera do tecido de origem e o

ambiente que esta estimulando esta producgéo e secre¢do. Ou seja, a IL-6 atua
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de forma pro-inflamatéria quando sua producédo e secrecdo sdo provenientes
de células imunoldgicas, como os macréfagos, em quadros de septicemia ou
inflamacdo, e também pode desempenhar papel anti-inflamatério quando €
produzida e secretada pelas fibras musculares em contracdo em resposta ao
exercicio fisico, e ao estimular a producéo de outras citocinas anti-inflamatorias
como a IL-8, IL-10, IL-18 e IL-1ra (Steensberg et al., 2003).

A IL-6, proveniente da contracdo das fibras musculares, atua de forma
distinta nos tecidos e 6rgaos, observando que no préprio masculo esquelético
ela efetua efeitos aditivos na captacdo de glicose (via ativacdo de PI3-K e
AKT), no figado controla enzimas responsaveis pela gliconeogénese hepatica,
no tecido adiposo estimula a oxidacao lipidica (via STAT3 e AMPK) e que no
sistema nervoso central controla neuropeptidios relacionados ao controle da
ingestao alimentar (Pedersen & Febbraio, 2008; Pedersen et al., 2001) (Figura
2).

Entretanto para que o exercicio fisico possa possibilitar uma resposta anti-
inflamatoria é de suma importancia considerar a manipulacéo e os ajustes das
varidveis do treinamento proposto, principalmente as variaveis de volume,
duracéo e intensidade, pois de acordo com Nieman (1994) o exercicio fisico
quando realizado de forma intensa contribui para o aumento da incidéncia de
infeccdo do trato respiratorio superior, enquanto que o exercicio de intensidade
moderada teria um efeito protetor as infecgdes.

Em outro estudo agudo conduzido por Tvede e colaboradores (1989) em
cicloergbmetro com diferentes intensidades (25%, 50% e 75% do VOjzmax)
durante 1 hora, observaram que algumas subpopulacdes de células imunes,
tais como as Natural Killer (NK) e células Killer de Linfocitos ativadas (LAK),

foram elevadas nas intensidades mais baixas e suprimidas durante o esforco
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com intensidade a 75% do VOzmax. Com relacédo a estimulos cronicos, Yakeu e
colaboradores (2010) em estudo conduzido por oito semanas de exercicio
aerobio leve (caminhada=10.000 passos/dia, trés vezes semanais) em
sedentarios verificou-se que o0 exercicio de baixa intensidade apresenta
associacado positiva com macrofagos do tipo M2, Th2, PGC-1a e PGC-13 e
associacdo negativa com macrofagos M1, demonstrando que exercicios de
intensidades mais baixas, porém realizado regularmente e sistematicamente,
pode atuar na polarizacdo dos macréfagos e induzir respostas anti-
inflamatorias.

Por outro lado, estudos mais recentes tém apresentado os efeitos benéficos
do exercicio fisico de alta intensidade sobre a resposta inflamatéria, verificando
gue apos a realizacdo de um exercicio aerébio de alta intensidade
(12 estimulos de 5 minutos/cada, 10% declive, 15km/h) h& aumento na
guantidade e atividade de mondcitos e neutrofilos sugerindo que a presenca
destas células imunes, principalmente de mondcitos, foram responséaveis pelo
aumento das concentragOes de IL-6, via sinalizagdo de STAT3 (van de Vyver et
al., 2015). No entanto, séo incipientes os conhecimentos sobre a regulagéo
anti-inflamatoria do exercicio fisico de acordo com o condicionamento fisico e a
intensidade do esfor¢o, entretanto 0s possiveis mecanismos regulatérios e a
resposta anti-inflamatoria estariam diretamente associados com a ativacdo de
outros fatores de transcricdo génica, principalmente com os membros da

superfamilia do PPAR.
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Figura 2. Contragdo muscular como
mediador na producdo e liberacdo de IL-6.
Adaptado de Pedersen, 2009
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2.5. Vias de Sinalizacéo e papel do PPAR-gama na resposta anti-
inflamatoria

Em 1960 foi descoberto e feito a primeira mencao sobre a proliferagéo de
peroxisomo em estudo conduzido com animais (De Duve, 1960) e,
posteriormente a esta investigacdo, diversos outros estudos foram conduzidos
a fim de elucidar as proteinas envolvidas no sistema. Anos depois, em 1990,
apos clonagem de receptores presentes no figado de ratos, descobriu-se o
fator de transcricdo PPAR que se apresenta em trés diferentes isoformas:
PPAR-a (468 aminoacidos), PPAR-y (479 aminoéacidos) e PPAR-B/d (441
aminoacidos) (Issemann et al., 1990).
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O PPAR é um regulador da expressdo génica de diversas proteinas
relacionadas ao metabolismo lipidico e glicémico, homeostase, adipogénese,
sensibilidade a acgdo da insulina, resposta imune, desenvolvimento e
diferenciagcao celular, e inflamagao (Plutzky, 2003; Feige et al., 2006). Com
relacdo as células imunes, principalmente os mondcitos, € bem documentado
na literatura que o PPAR-y regula a resposta inflamatoria e exerce papel
primordial no quadro da aterosclerose por meio deste tipo celular (Nunn et al.,
2007), além disso, a ativagdo das isoformas PPAR-a e PPAR-y favorece o
transporte reverso do colesterol pela modulagcdo na expressado génica da
ABCA1 em macrofagos (Chinetti et al., 2001).

O PPAR-y pode ser caracterizado como um receptor nuclear altamente
expresso em diferentes tecidos, como tecido adiposo e figado, em células
imunes, como os mondcitos, e estimula a transcricdo de genes especificos
relacionados ao metabolismo lipidico (Fonseca-Alaniz et al.,, 2006), sendo
assim o PPAR-y tém fungdo regulatéria no metabolismo energético e

inflamatorio.

Na auséncia de ativadores, o complexo PPAR-RXR permanece inativo e/ou
reprimido no citoplasma por proteinas co-repressoras, tais como correpressor
de receptores nucleares (NCoR), que por meio da desacetilacdo das histonas
mantém a cromatina enovelada e impede a ativacdo da via transcricional
(Rizzo et al., 2006; Yu et al., 2007; Yu et al., 2005). A atividade transcricional
de PPAR-RXR é ativada quando ha o desacoplamento do repressor, por meio
de proteinas agonistas, e recrutamento de proteinas co-ativadoras, tais como
PGC-1a (do inglés: peroxisome proliferator-activated receptor gamma
coactivator-1) e SRC-1 (do inglés: steroid receptor coactivator-1), viabilizando a

acetilacdo das histonas e, consequentemente, a translocacdo para o nucleo
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celular para que haja a ligacdo do complexo a sequéncias especificas de
reconhecimento (PPRES), na regido regulatéria dos genes-alvo, e transcricdo
de genes para a sintese de diversos biomarcadores, tais como a adiponectina
no caso do PPAR- y (Straus et al., 2007) (Figura 3).

A transcricdo génica mediada pelo PPAR pode resultar em diferentes
respostas e efeitos bioldégicos de acordo com a mobilizacdo e ativacdo de
isoformas especificas. Frente a isso, uma recente revisdo de literatura
conduzida por Monsalve e colaboradores (2013) verificou que o PPAR-a possui
multiplos efeitos no figado, vasos sanguineos e corac¢ao, o PPAR-d no musculo
esquelético, figado, adipocitos e macrofagos, e o PPAR-y no tecido adiposo e
no muasculo esquelético propiciando diminuicdo dos &cidos graxos livre,
resistina e citocinas inflamatorias, possivelmente pela regulacdo do fator de
transcricdo NF-kB.

Estudos verificaram que elevadas concentracdes de &cidos graxos e
glicose ativam a via inflamatoria orquestrada pelo NF-kB em mondcitos,
elevando a producéo de citocinas pro-inflamatorias (Dickinson et al., 2008); por
outro lado, a ativagdo do PPAR-a e PPAR-y contra regula a atividade do NF-
kB, reduzindo a producgao de citocinas por mondcitos e aumentando a apoptose
desse tipo celular, sugerindo que os processos inflamatérios mediados pelo
NF-kB estdo intimamente relacionados com fatores de transcricido que
controlam genes alvos do metabolismo de lipidios (Chinetti et al., 1998).

Diversos autores (Butcher et al., 2008; Yakeu et al., 2010; Thomas et al.,
2012) sugerem que a ativacdo do PPAR-y durante o exercicio constitui
potencial fator anti-inflamatério e anti-aterogénico. De acordo com alguns
autores, em resposta ao exercicio fisico, o PPAR pode ser acionado pela

proteina quinase ativada por AMP (AMPK), que € um complexo proteico
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responsavel por elevar a oxidacao de lipidios, estimulando a expressdo génica
de proteinas lipoliticas e reducdo da expressdo de genes lipogénicos, via
PPAR (Philp et al., 2013; Hardie, 2003). No entanto, sédo incipientes os estudos
gue elucidem a relacdo imuno-metabdlica e a participagdo do PPAR-y,
principalmente, nos mecanismos moleculares e fisiologicos modulados pelo
estilo de vida sedentario ou envolvimento com diferentes programas de

exercicios fisicos.
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Figura 3. Sinalizacéo intracelular para ativagdo do PPAR-y. Adaptadode Weie colaboradores 2012
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3. JUSTIFICATIVA E PROBLEMA

Atualmente, o sedentarismo apresenta-se de forma alarmante com
elevadas prevaléncias mundiais. A inatividade fisica est4d diretamente
relacionada com a instalacdo do quadro inflamatorio crénico de baixo grau, que
por sua vez aumenta o risco de instalacdo de outras co-morbidades como
dislipidemia, diabetes mellitus tipo 2, hipertensdo, doencas cardiovasculares,
entre outras, prejudicando a qualidade e a expectativa de vida. Além disso, o
gasto publico com as co-morbidades vem sendo cada vez maior, pelas
frequentes internacdes e absenteismo da populacao.

A prevaléncia de doencas cronicas ndo transmissiveis associada ao
guadro inflamatério de baixo grau, provocado pelo sedentarismo, apresentam
como denominador comum, na maioria dos casos, 0 aumento significante de
tecido adiposo, principalmente do tecido adiposo visceral, que pode acarretar
diversas lesGes secundarias. Os mediadores inflamatorios que se alteram nas
referidas doencas podem ser produzidos em diferentes 6rgédos e tecidos,
principalmente por células do sistema imune, como o0s mondcitos. Os
monadcitos sdo células imunes capazes de responder a diferentes estimulos
estressores, por meio da producdo e liberacdo de mediadores inflamatorios
para a circulacdo e que sdo poucos estudados. Por outro lado, individuos
envolvidos com programas de exercicios fisicos, exibem perfil anti-inflamatorio
e anti-aterogénico, favorecendo menores riscos de desenvolvimento de
diversas doencas. Entretanto, recentemente foi evidenciado que o perfil anti-
inflamatério e anti-aterogénico sédo finamente regulados pelas respostas imuno-
metabdlicas. Além disso, fatores de transcricdo génica podem coordenar tais

respostas.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Investigar a participacdo dos fatores de transcricdo génica NF-kB e
PPAR-y sobre a regulacdo imunometabdlica de acordo com o nivel de
condicionamento fisico e diferentes intensidade de esforco fisico.

4.2. Objetivos Especificos

l.Avaliar em sangue periférico o perfil lipidico, glicidico e inflamatério pré e
pés-sessbes agudas de exercicio fisico realizados em diferentes
intensidades de esfor¢co fisico. Para responder a este objetivo foram
realizadas dosagens de triacilglicerol (TAG), acidos graxos livres (NEFA),
colesterol total (CT), lipoproteina de baixa densidade (LDL-c), lipoproteina
de alta densidade (HDL-c), glicose, endotoxina, lactato, interleucina 10 (IL-
10), interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a);

Il.Determinar in vitro a resposta inflamatéria pré, pés e 60 minutos apos
sessOes agudas de exercicio fisico realizados em diferentes intensidades
de esforco fisico. Para responder a este objetivo amostras de sangue
periférico foram incubados com LPS ou PBS (solugéo salina-controle) por 1
hora a 37°C e analisaram-se as concentracdes de IL-10, IL-6, TNF-a e as
razbes TNF-a/IL-10 e IL-6/IL-10.

lll.Investigar a capacidade de producéo de citocinas inflamatorias por células
mononucleares, com énfase nos mondcitos, de acordo com o nivel de
condicionamento fisico. Para responder a este objetivo foram analisadas
por ELISA as concentracfes de IL-10, IL-6, TNF-a e IFN-y do sobrenadante
da cultura de mondcitos apds 24 horas de cultivo na presenca e auséncia
de LPS, e em combinacdo com agonista (Rosiglitazona) ou antagonista
(GW9662) de PPAR-y.
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IV.Analisar a participacdo de proteinas envolvidas na via de sinalizacdo do

NF-kB em mondcitos isolados de acordo com o nivel de condicionamento
fisico. Para responder a este objetivo foi avaliada a expressédo génica do
NF-kB e componentes upstream (TLR-4 e HIF-1a) e downstream (IKK1) de
sua cascata de sinalizacdo por PCR tempo real.

V.Analisar a participagdo de proteinas envolvidas na via de sinalizacdo do
PPAR-y em mondcitos de acordo com o nivel de condicionamento fisico.
Para responder a este objetivo foi avaliada a expresséo génica do PPAR-y
e componentes downstream de sua cascata de sinalizacdo, tais como

PGC-1a, nos mondcitos isolados por PCR tempo real.

VI.Analisar a participacdo de proteinas envolvidas na regulacdo do

metabolismo energético de mondcitos isolados, de acordo com o nivel de
condicionamento fisico, com intuito de elucidar os efeitos sobre proteinas
envolvidas no transporte reverso do colesterol. Para responder a este
objetivo foi avaliada a expressédo génica de AMPK, CETP, L-CAT e CD36

por PCR tempo real.

5. HIPOTESES DO ESTUDO

Com base nos objetivos e na literatura revisada foi formulada uma

hip6tese que podera ser aceita ou rejeitada:

Hipdtese alternativa: A atividade dos fatores de transcrigdo, NF-kB e PPAR-y,

bem como a resposta imunometabdlica sdo dependentes da intensidade do

exercicio fisico e condicionamento fisico individual.
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Hipétese nula: A atividade dos fatores de transcricdo, NF-kB e PPAR-y, bem

como a resposta imunometabdlica ndo sdo dependentes da intensidade do

exercicio fisico e condicionamento fisico.
6. MATERIAIS E METODOS

Em virtude de diversos fatores organizacionais e operacionais a presente
tese foi dividida em duas etapas (ESTUDO 1 e Il) a fim de avaliar, inicialmente,
as respostas metabdlicas e inflamatorias periféricas e sistémicas durante
diferentes dominios de intensidade e de acordo com o nivel de
condicionamento fisico. E, posteriormente, avaliar a resposta metabdlica e
inflamatéria celular (in vitro) de acordo com o nivel de condicionamento fisico.
A organizacdo geral dos experimentos da presente tese que compde 0s
ESTUDOS | e Il sdo apresentados a seguir:

[©)

@ . Teste incremental maximo
: *  Controle da Frequéncia cardiaca
* Lactato lobular
@D
® * Testeretangularl
%‘ *  Controle da Frequéncia cardiaca Y Gl s
*  Coleta de sangue (Pré, Pés e 60 minutos) & ¢

* Citometria de fluxo
Q
P W & *  Testeretangular2
® *  Controle da Frequéncia cardiaca

Teste incremental maximo
Controle da Frequéncia cardiaca
Lactato lobular

*-§0

* Isolamento de Monocitos
*  Coletadesangue (Pré, Pés e 60 minutos)

*  Cultura de Monécitos (24 horas)
Anilise de citocinas (sobrenadante)
Teste retangular 3

«@’ +  ExpressSo génica (oslul
. ® *  Controle da Frequéncia cardiaca sprassiiogoica fodluim)
0) *  Coleta de sangue (Pré, Pés e 60 minutos)

ESTUDO | ESTUDO I

Avaliagdo das respostas metabolicas e inflamatorias periférica Avaliagdo das respostas metabolicas e inflamatorias celular
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ESTUDO I: Andlises fisiol6gicas e respostas periféricas

Céalculo amostral

Com base em estudo conduzido por Abbasi e colaboradores (2013)
realizou-se o célculo amostral utilizando as concentracées de IL-10 como
referéncia. Dados anteriores indicam que a diferenca na resposta de pares
combinados é normalmente distribuida com desvio padrdo de
aproximadamente 36,96 pg/ml. Se a verdadeira diferenga na resposta média
dos pares correspondentes for 132,89 pg/mL, precisariamos de 3 individuos por
grupo para rejeitar a hipétese nula de que essa diferenca de resposta é zero
com probabilidade (poténcia) 80%. A probabilidade de erro Tipo | associada a
este teste desta hipdtese nula é de p=0,05. Mediante o célculo amostral foi
estabelecido que 15 sujeitos (5 por grupo) seriam incluidos no estudo a fim de

manter o poder amostral.

Participantes

Para o presente estudo foram incluidos: 1) homens saudaveis aptos a
pratica de atividade fisica, Il) com auséncia de problemas de saude fisica que
inviabilizasse a prética de exercicio fisico em baixas e altas intensidades, IIl)
nao fumantes, IV) ndo alcodlatras e V) ndo consumidores de drogas ilicitas.
Sendo assim, participaram do ESTUDO | do estudo 28 individuos adultos
saudaveis, do sexo masculino, eutroficos, com idade entre 20 e 35 anos, e com
condicionamento fisico classificado de acordo com o consumo pico de oxigénio
(VOqpico) € poténcia maxima (PM), em watts, atingida no teste incremental em

cicloergbmetro.
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Apoés o teste incremental maximo, os voluntarios foram alocados nos
respectivos grupos: Sedentario (S), individuos que ndo praticavam nenhum tipo
de atividade fisica regular ha pelo menos 6 meses (VOgpico= <45 mI.kg'l.min'l;
PM=<200 watts); moderadamente ativos (MA), individuos que praticavam
exercicio aerébio regularmente (VOzyico =€ntre 45 e 52 ml.kg™.min™"; PM= entre
201-249 watts) e Ativos (A) composto por ciclistas recreacionais e/ou ciclistas
amadores (VOzpico= >52,1ml.kg™*.min; PM=>250 watts). Todos concordaram
em participar voluntariamente do presente estudo ap0s leitura e assinatura do
termo de consentimento informado, aprovado pelo Comité de Etica em

Pesquisa da Universidade (CAAE: 31168714.6.0000.5402).

Delineamento do Estudo

ApoOs serem selecionados para o estudo e assinarem o termo de
consentimento livre e esclarecido os voluntarios foram submetidos a quatro
sessbOes de exercicio fisico (um teste incremental maximo e trés sessodes
retangulares de carga constante) no Laboratério de Fisiologia Celular e
Exercicio (LaFICE), entre 8:00 e 12:00 horas, sob acompanhamento de equipe
especializada e em condi¢Bes climaticas controladas (temperatura média =
22.1°C; umidade relativa média = 55%; pressdo barométrica média: 731.3
mmHg; altitude: 472 metros acima do nivel do mar). No mesmo dia do teste
incremental maximo foram realizadas medidas antropométricas em momentos
antecedentes ao teste. Primeiramente foi realizado um teste incremental
maximo em cicloergbmetro para determinar o consumo pico de oxigénio (ﬂF
O2pico), @ POténcia maxima atingida no “;’Ozpico, e as cargas correspondentes aos
limiares ventilatérios (LV1 e LV2). Apds a determinacdo de tais variaveis, os

sujeitos foram submetidos randomicamente a trés protocolos de esforgo
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agudos aerobios realizados em dias aleatorios, com intervalo minimo de 48
horas, em trés intensidades de esforco fisico (baixa, moderada e alta
intensidade) até a exaustdo ou até completarem 1 hora de exercicio. Foi
avaliado o perfil metabdlico e inflamatério nas condi¢cdes basais (pré),
imediatamente apds a sessao de esforgco (pés) e apds 60 minutos do término
da sessdo de esforco. Todos os participantes foram orientados a nédo se
exercitar exaustivamente nos dias antecedentes aos testes fisicos, ndo ingerir
nenhum tipo de bebida alcodlica, ndo consumir nenhum tipo de alimento com
cafeina e/ou estimulantes de qualquer natureza. Nos dias das sessfes agudas
com carga constante, um café da manhd@ padrdo, composto por 25% da
energia/caloria diaria estimada (= 50% de carboidrato, 35% de gordura e 15%
de proteina) (Mifflin et al, 1990), foi ofertado aos participantes duas horas antes
dos testes com a finalidade de equalizar e controlar a ingestao caldrica prévia
aos protocolos de exercicio fisico. O esquema ilustrativo do delineamento

experimental esta apresentado na figura 4.

TESTE INCREMENTAL MAXIMO

| VO,,.., limiares ventilatérios

SESSAO DE EXERCICIO AEROBIO

Baixa, Moderada e Alta intensidades

I I I

Coleta Sanguinea Coleta Sanguinea Coleta Sanguinea
_| Pré | _| Pésl _l 60 minutos

Figura 4. Esquemailustrativo do ESTUDO I- Anélises fisiolégicas e respostas periféricas
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Avaliacdo da composicao corporal

A determinacdo da massa corporal foi realizada em balanca eletrénica
com precisdo de 0,05 kg (Filizzola PL 150, Filizzola® Ltda). A estatura foi
medida utilizando um estadibmetro com escala métrica com preciséao de 0,1 cm
com base fixada no solo. Para o célculo da estimativa da densidade corporal foi
utilizada a equacgdo da somatoria de sete dobras desenvolvida por Jackson e
Pollock (1978); e para o calculo do percentual de gordura foi utilizada a
equagcao de Siri (1961). As dobras cutaneas foram medidas utlizando o
adipbmetro da marca Sanny, seguindo as padronizacdes propostas por

Lohman et al. (1988).

Avaliacdo do Consumo Alimentar

Para a estimativa do consumo calérico foi utilizado o Registro Alimentar de 3
dias referente a ingestéao alimentar de dois dias da semana e um dia do final de
semana. Os participantes foram devidamente orientados quanto ao
preenchimento do documento recebendo informagbes verbais e visuais sobre
medidas caseiras. O registro alimentar foi dividido de acordo com o namero de
refeicdes diarias e a quantidade de alimentos registrados em medidas caseiras.
Para analise e interpretacdo dos dados foi utilizado o Programa de Apoio a
Nutricdo - Nutwin, da Universidade Federal de Sao Paulo, que apresenta como
resultado o total de energia e nutrientes (macro e micro). Todas as andlises

foram realizadas por nutricionistas experientes.

Teste incremental

Os participantes foram submetidos a um teste progressivo em

cicloergbmetro (Inbrasport CG-04, Embramed, Porto Alegre, Brasil) até a
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exaustdo voluntaria, conduzida mediante a presenca equipe médica, tendo
cada estagio duracéo de trés minutos. A carga inicial do teste foi de 35 watts
para o grupo sedentario, 70 watts para o grupo moderadamente ativo e 105
watts para o grupo ativo, baseado em estudos realizados por Caritd e
colaboradores (2013), com manutencdao de rotagcdo entre 70-90 RPM e
incremento de 25 watts por estagio; em todos os estagios, nos ultimos 20
segundos, foram coletados amostras de sangue do l6bulo da orelha para a
determinacao das concentracdes de lactato sanguineo. O consumo de oxigénio
(ﬂi’Oz) foi mensurado a cada respiracédo por meio de analisador de gases (Quark
PFTergo, Cosmed, Italia) durante o teste e a maior média do VO, registrado foi
definida como ¥Oayico € @ carga méaxima, em watts, correspondente ao VOzpico
(Wmax). Concomitantemente, a frequéncia cardiaca foi monitorada, usando um
frequencimetro (Polar S810, Polar Electro Oy, Kempele, Finland), para o
registro da frequéncia cardiaca de repouso (FCp), durante o teste e frequéncia
cardiaca maxima (FCnax). Ao final de cada estagio os participantes informaram
a percepcao subjetiva de esforco (PSE) utilizando a escala de Borg 6-20
(BORG, 2000). Os critérios de exaustdo adotados para o teste incremental
maximo foram: Coeficiente respiratorio (QR) >1.1; FCnax > 90% do maximo de
acordo com a idade e percepcao subjetiva do esforco > 18. Os limiares
ventilatorios foram determinados por trés profissionais experientes, sendo o
primeiro limiar ventilatorio (LV1) caracterizado como o primeiro ponto de
infleccdo entre ventilacdo (Ve) e carga de trabalho, e/ou primeiro aumento

equivalente do oxigénio pela carga de trabalho (VE - VO2') (Binder et al.,

2008). O segundo limiar ventilatério (LV2) foi determinado pela segunda
infleccdo da ventilacdo pela carga de trabalho, e/ou aumento néo linear

equivalente ao diéxido de carbono pela carga de trabalho (VE - VCO2%)
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(Binder et al.,, 2008; Papoti et al., 2017). As variaveis obtidas no teste
incremental maximo foram utilizadas para a determinacdo de diferentes

intensidades de esforco fisico (testes retangulares de carga constante).

Exercicio nos diferentes dominios de intensidade — testes retanqulares

As sessdes de exercicio aerébio tiveram um aquecimento de 5 minutos a
30% da P‘?Ozpico. Posteriormente o0s individuos foram submetidos
randomicamente a um protocolo de exercicio de carga constante até exaustao
ou até completarem 1 hora de esforco, no mesmo cicloergbmetro e sobre as
mesmas condi¢cdes de rotacdo propostas no teste incremental maximo. Os
testes foram realizados em dominio de intensidade baixa (<60% do VOapico —
90% do LV1), moderada (60-75% do VOgypico — 50% acima do LV1) ou alta

(>90% do VOzpico — 50% acima do LV2).

Andlise de Lactato

Em todos os testes (incremental maximo e retangular em diferentes
dominios de intensidade) foram coletados 25 uL de sangue do I6bulo da orelha,
sendo armazenados em tubos do tipo eppendorf contendo 50 pL de fluoreto de
sédio a 1% e analisados posteriormente no lactimetro Yellow Springs 1500

Sport.

Coleta de sanque periférico

Aproximadamente 20 mL de sangue foram coletados em tubos contendo
acido etilenodiamino tetracético K3 (EDTA K3, BD Vacutainer®), para obtencéo
do plasma sanguineo, gel e ativador de coagulo (BD SST® Il Advance®), para

obtencdo do soro sanguineo, e outro contendo fluoreto de potassio destinado
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exclusivamente para as analises de glicose (Becton Dickinson, BD, Juiz de
Fora, MG, Brasil). Profissionais especializados realizaram as coletas
sanguineas por meio de puncao periférica da veia do antebraco, em repouso
(pré), imediatamente apdés a sessdo de esforco (pés) e 60 minutos da
recuperacao (60 minutos) apOs cada protocolo de exercicio. Os tubos para a
obtencdo do soro e/ou plasma foram centrifugados a 3000 RPM, e aliquotas
foram feitas em tubos eppendorfs para estocagem a -80°C até o momento das

analises.

Determinacdo da concentracdo de hematdécrito e volume plasméatico

Para cada coleta de sangue, uma aliquota foi mantida em tubos com
anticoagulante (EDTA K3, BD Vacutainer®) para determinacdo de hematécrito
em cada momento. Dois tubos capilares por momento de coleta foram selados
com resina em uma das extremidades e alocados para secar antes da
utilizagdo. Posteriormente, 50 yl de sangue foram adicionados em cada capilar
e centrifugados em uma centrifuga de capilares para hematocrito (MH 11,5 i
INBRAS, Brasil) por 5 minutos a 11.500 RPM. Este procedimento separa 0s
hematodcritos do contetdo liquido do sangue (plasma), que é determinado a
partir de uma tabela de referéncia para hematocritos. As medidas do
hematdcrito foram determinadas pela equacao de Van Beaumont (1972) onde
a porcentagem de volume plasmético € alterada pelo tempo de evolugdo e em

funcdo a prética de exercicio fisico.

Estimulacdo do sanque total com LPS ou PBS

Para a estimulacdo do sangue total utilizou-se de protocolo similar ao

proposto por Abbasi e colaboradores (2013), sendo coletado 6 ml de sangue
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venoso, por meio de puncao periférica da veia do antebraco, distribuido em 2
tubos contendo K3-EDTA. Um tubo de sangue foi destinado para a estimulacéo
com lipopolissacarideo (LPS) (Escherichia coli, tipo: 0111: B4; Sigma, St Louis,
MO, USA) com concentracao final de 10 ng/mL e em outro tubo (controle) foi
adicionado 3ul de tampéo fosfato-salino (PBS). Ambos os tubos foram
incubados por 1 hora a 37°C em um agitador (marca Kasvi) de rotacdo
constante com baixa velocidade, e imediatamente apds a incubacdo, ambos 0s
tubos foram centrifugados a 3000 RPM, durante 15 minutos, para obtencéo do
plasma. Aliguotas foram feitas em tubos eppendorfs e estocadas a -80°C até o

momento das analises.

Andlises Séricas e Plasmaticas — Sangue Periférico

As analises de glicose, triacilglicerol (TAG), colesterol total (CT), HDL-c e
acidos graxos livres (NEFA) foram analisados por método colorimétrico, obtidos
por meio de kits de reagentes da marca Labtest®, Brazil e Wako Diagnostics,
sendo este ultimo utilizado apenas para as analises de acidos graxos livres. A
estimativa das concentracdes de LDL-c foram calculadas por meio da equacéo
de Friedewald (LDL= Colesterol total - HDL-c — TAG/5) (1972). Para dosagem
dos parametros inflamatorios e hormonais (PAI-1, leptina, adiponectina, TNF-q,
IL-10 e IL-6; R&D System, Inc., Minneapolis, USA/ insulina; Accubind Kits,
Monobind Inc. Lake Forest,USA), foi utllizado a técnica de ensaio
imunoenzimatico ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) com a
utilizacdo de uma leitora de microplacas da marca SpectraMax plus 384
Absorbance Microplate Reader (San Diego, California, USA) com um filtro de
450 nm, para leitura das absorbancias, sendo todas as analises realizadas em
monoclata. Para todas as variaveis inflamatérias foram utilizados kits de alta

sensibilidade de detec¢cdo com variagao de captura entre 0,3125-20 ng/mL para
47



PAI-1, 31,25-2000 pg/mL para leptina, 62,5-4000 pg/mL para adiponectina,
15,6-1000 pg/mL para TNF-qa, 3,13-300 pg/mL para IL-6 e 7,8-500 pg/mL para
IL-10, 0-300 uUl/mL para insulina; e variagcao intra e inter-ensaio (%) de 1,6—4,2
e 3,3-6,4 (IL-6), 4,2-5,2 e 4,6-7,4 (TNF-a), 1,7-5,0 e 5,9-7,5 (IL-10), 5,1-8,3 e
7,2-11,3 (insulina), 4,4-7,8 e 6,1-9,5 (PAI-1), 3,0-3,3 e 3,5-5,4 (leptina), 2,5-4,7 e
5,8-6,9 (adiponectina), respectivamente.

A concentracdo de endotoxina foi analisada pré e pos-sessdes agudas
de esforco por um teste de lisado de amebdcitos limulus cromogénico (LAL),
gue é um teste quantitativo para endotoxina de bactérias gram-negativa (LAL
Kit; QCL-1000; Lonza; Lonza Walkersville Inc), utilizando endotoxina liofilizada
(origem de E. coli) para gerar uma curva padrao. A andlise foi realizada a 405-
410 nm em espectrofotdbmetro apds o término da reacao, e a correlacao entre a

absorbéancia e a concentracao de endotoxina € linear na faixa de 0,1-1,0 EU/ml.

48



ESTUDO Il — Anélises Moleculares e respostas in vitro

Delineamento do Estudo

Para o ESTUDO Il foram recrutados 22 participantes do sexo masculino,
com as mesmas caracteristicas dos voluntarios do ESTUDO |, para a
realizacdo de um teste incremental méximo de caracterizacdo e definicdo da
amostra. De acordo com o desempenho no teste incremental maximo, os
sujeitos foram divididos em dois grupos de acordo com o nivel de
condicionamento fisico, sendo os mesmos classificados de acordo com o
consumo méximo de oxigénio (Baixo VOapico = < 40 mL.kg™.min™ ou Alto VOapico
= 55 mL.kg™.min™"). Posteriormente, foi realizada uma coleta de sangue venoso
periférico, em repouso e apos jejum noturno de 12 horas, para o isolamento de
monadcitos e ensaios in vitro para estimulacdo das vias inflamatérias mediadas

pelos fatores de transcricdo NF-kB e PPAR-y.

Isolamento dos monécitos

Para separacdo dos mondcitos das outras células do sangue total, foi
adotado o0 seguinte procedimento: ao sangue coletado foi acrescido
Histopaque®-1077 (Sigma-Aldrich Co. LLC) (proporcdo de 1:1) e apds 30
minutos de centrifugacdo de gradiente, com velocidade de 400 X g em uma
centrifuga sem freio, ocorreu a sedimentacédo dos eritrécitos e separacdo das
células mononucleares do sangue periférico (PBMC). Apds esse procedimento
foi feita a contagem em microscopio das PBMCs por meio de marcacdo com
azul de Tripan (20ul de composto celular + 380ul de solucéo de azul de Tripan)
e, posteriormente, as células monocucleares foram colocadas na concentracao

de 1 x 10%/mL em placas de poliestireno com 12 pocos, especificas para cultivo
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de células (Kasvi - PR/Brasil). As células permaneceram incubadas por duas
horas a 37 °C e 5% de CO, em solucdo de meio de cultura de células (RPMI-
1640 - Sigma-Aldrich Co. LLC) enriguecido com glutamina ([2mM]), bicarbonato
de sodio ([24mM]), HEPES ([20mM]), 10% soro fetal bovino e antibioticos
([10000U/mL] de penicilina e [10000U/mL] de estreptomicina). Esse
procedimento permite a separacdo dos monadcitos dos linfécitos. Os mondcitos
aderem ao fundo da placa enquanto os linfocitos permanecem suspensos no

meio de cultura e foram posteriormente retirados.

Tratamento dos mondcitos

Apos isolamento dos mondcitos cada participante teve seis pogos com
volume final de 1 mL somados o meio de cultura e a substancia usada para o
tratamento, como exemplificado na Figura 5. Os mondcitos foram tratados com
LPS ([100ng/mL]), Rosiglitazona ([1uM]) (Sigma-Aldrich Co. LLC) e GW9662
([10uM]) (Sigma-Aldrich Co. LLC). Apss 24h de incubacédo o sobrenadante foi
coletado e estocado a -80°C para posterior determinagcéao das concentracdes de
TNF-a, IL-6, IL-10 e IFN-y por meio de ensaio imunoenzimatico com Kits
comerciais de ELISA de alta sensibilidade (R&D System®) (similar ao ESTUDO
). Todos os pocos apos incubacéo de 24 horas foram destinados ao tratamento
com Brazol para a andlise de expressdo génica por meio do PCR tempo real.
Considerando a preparacdo e a diluicdo do GW9662, que é realizada com
sulfoxido de dimetilo (DMSO - Sigma-Aldrich Co. LLC), a mesma quantidade do
reagente (10uL) foi acrescida aos pocos para equalizacdo dos meios de

cultura.
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Figura 5. Esquema ilustrativo dosensaios in vitro

Andlise da expressao génica por RT-PCR (real time — polimerase chain

reaction) do NF-kB, IKK1, TLR-4, HIF-1a, PPAR-y, PGC-1a, CD36, AMPK,

CETP e L-CAT.

O RNA total foi isolado das amostras (ap0s 24 horas na presenca e/ou
auséncia de LPS, Rosiglitazona e GW9662) usando reagente Brazol (LGC
Biotecnologia Ltda. Cotia/SP), seguindo recomendacdes do fabricante.
Concentracbes do RNA foram determinadas mensurando a absorbancia de
260nm/280nm em espectrofotdmetro. Posteriormente foi utilizado 1ug do RNA
total na reacéo contendo Oligo dt (500 ug/mL), 10 mM de cada dNTP, 5x First-
Strand Buffer, DTT e 200 U de transcriptase reversa (SuperScript ll-Invitrogen)
para gerar cDNA. A desnaturacdo do RNA total foi efetuada em termociclador a
65°C por 10 minutos e, apo6s adicionar transcriptase reversa para gerar o cDNA,
continua-se o processo com um ciclo a 25°C por 10 minutos, dois ciclos a 37°C
por 60 minutos (cada ciclo) e um ciclo de 85°C por 5 minutos. O cDNA gerado
foi armazenado a -80°C para posterior andlise por RT-PCR com Syber Green.

A reacao de RT-PCR contendo cDNA e primers ocorreram em condi¢cdes
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de ciclagem pré-determinadas, sendo duas etapas de 50°C por 2 minutos e
95°C por 10 minutos, a amplificacdo ocorre em 40 ciclos: a desnaturacdo a
95°C por 15 segundos e anelamento a 60° por 60 segundos, com extensdo a

72°C por 2 minutos. Na tabela 1 sdo apresentadas as sequéncias dos primers.

Tabela 1. Sequéncia dos primers utilizados na analise do PCR-tempo real

Gene Primer Forward Primer Reverse

GAPDH ACAACTTTGGTATCGTGGAAGG GCCATCACGCCACAGTTTC
PPAR-y CAGCCTTTAACGAAATGACCA TGTGGAGTAGAAATGCTGGA
NF-KB GAAGCACGAATGACAGAGGC GCTTGGCGGATTAGCTCTTTT
TLR-4 TTTATCCAGGTGTGAAATCCAG AGATGCTAGATTTGTCTCCACAG
PGC-la GCAGACCTAGATTCAAACTCAG GTATTCGCCATCCCTCTGTC
IKK1 GACCTTCAGATCACTCCTACAG CAAATGACCAAACAGCTCCT

CD36 TTTGGCTTAATGAGACTGGGAC AAAGCAACAAACATCACCACAC
L-CAT  AAGCTGGACAAACCAGATGTG  TAGACAACCCTGGTGTTATCG

CETP AAATCTTCCAAGAGGTTGTCGG CCATCACTGAAGAATTGACCAC
HIF-la AGTTCACCTGAGCCTAATAGTCC TCCAAGTCTAAATCTGTGTCCTG

AMPK GGCACGCATACCCTTGAT TCTTCCTTCGTACACGCAAATAA
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Citometria de fluxo

A técnica da citometria de fluxo foi utilizada para caracterizacdo dos
mondocitos dos participantes em classicos, intermediarios e ndo classicos. 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) e analisadas
em um citbmetro de quatro canais, modelo BD FACScalibur (BD Biosciences,

Mississauga, ON, Canada).
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Analise Estatistica

A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk e os
resultados descritivos foram expressos em média e desvio padrdo (DP). No
ESTUDO I, a comparagédo dos parametros inflamatoérios e metabdlicos apés as
diferentes intensidades de exercicio fisico foi realizada por meio da ANOVA
two-way (intensidade X tempo), com o post-hoc de Bonferroni, quando
necessario. O tamanho do efeito foi calculado pela ETA ao quadrado (r]z) e
analisado conforme proposto por Cohen (Cohen, 1992) (pequeno: <O0.2;
moderado: 0.2 — 0.8 e grande: >0.8). Para analisar a variacdo relativa e
absoluta das variaveis sanguineas, o delta absoluto (A) e percentual (A%) nas
diferentes intensidades de exercicio fisico (baixa, moderada e alta
intensidades) foram calculados e analisados por ANOVA one-way. A correlacao
de Pearson foi utilizada para verificar a relacdo entre adaptacdes metabdlicas,
desempenho e condicionamento fisico de acordo com as intensidades de
esforco fisico. No ESTUDO |II, para a comparagdo entre 0s grupos de
condicionamento fisico (baixo e alto VOgzpico) Utilizou-se o Teste t de Student
para amostras independentes. Para a analise das concentracdes de citocinas
do sobrenadante da cultura de mondécitos, bem como da expressdo génica,
entre os grupos de condicionamento fisico exposto a diferentes estimulos (LPS,
Rosiglitazona, GW9662, LPS+Rosiglitazona e LPS+GW9662) realizou-se
ANOVA two-way (estimulo X grupo), com o post-hoc de Bonferroni, quando
necessario. A significancia estatistica foi estabelecida em 5%, e todas as

analises foram realizadas usando SPSS, release 22.0 (SPSS Inc., Chicago, IL).
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7. RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados em topicos, de acordo com as etapas

do estudo, para facilitar a organizacéo e compreensao dos resultados.

ESTUDO I: Analises fisioldgicas e respostas periféricas

Na tabela 2 sédo apresentadas as caracteristicas fisiolégicas de todos
0os voluntérios avaliados (28 individuos) no ESTUDO | frente os testes

incrementais e retangulares de carga constante.

Tabela 2. Caracteristica dos participantes, expresso em média e desvio padrédo, no
teste incremental maximo e nas intensidades de esforco.

Incremental Baixa Intensidade Alta

intensidade  Moderada Intensidade
Idade (anos) 28,815,6 - - -
Massa corporal (kg) 75,8+9,9 - - -
Poténciapic, (Watts) 214,6+55,3  96,1+36,3 129,9+44,0° 182,6+49,2""
VO2pico (ML,kg™*,min™?) 50,5+8,8 30,8+6,1 37,5+8,4% 47,449,357
FCrax (bpm) 188+10 139+15 160+17¢ 180+11%*
[La] (mmol,L) 9,3+2,5 2,7+1,8 4,3+2, 8" 11,2+3,65"
Tim (Minutos) - 58+7 46+17* 13+135*

VOapico= cONSUMO pico de oxigénio; FCyna= Frequéncia cardiaca méxima; [La]= concentragdo de lactato; Tn= tempo limite; £=
estatisticamente diferente do baixa intensidade; #= estatisticamente diferente do intensidade moderada ,
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O perfil inflamatério, representado em valores de concentracdo
absoluta, em sangue periférico e estimulado com LPS é apresentado na tabela
3. No sangue periférico, o TNF-a apresentou efeito para intensidade (F= 4,276,
p= 0,025; n% 0,248) e tempo (F= 9,922, p= 0,001; n% 0,433), porém a anélise
post-hoc mostrou apenas tendéncia entre o alta intensidade com relagdo as
outras intensidades (p=0,08). Para o fator tempo, maiores concentracdes foram
observadas imediatamente apds o exercicio em relacdo ao pré e 60 minutos
pés-exercicio. IL-10 apresentou interacdo entre intensidade e tempo (F= 2,745,
p= 0,038; n% 0,174), porém o post-hoc ndo detectou as diferencas. Para o
sangue estimulado com LPS, houve interacéo entre intensidade e tempo para o
TNF-a (F= 3,610, p= 0,011; n% 0,205), porém o post-hoc ndo detectou as
diferencas. Houve apenas um efeito no tempo (F= 23,305, p <0,001; n% 0,625)
para liberacdo de IL-6 no sangue estimulado com LPS, com valores maiores

imediatamente ap0s o0 exercicio.
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Tabela 3. Concentragdo de citocinas inflamatorias, expresso em média e desvio padrdo, no sangue
periférico e no sangue estimulado com LPS, de acordo com a intensidade de esforco.

Sangue Periférico

Sangue Estimulado(LPS)

Pré Pés 60 minutos Pré Pés 60 minutos

<60%VOse 2,2¢0,9 2,3t1,1 22+1,1  386£196 4774285  402+266

T(r;gr?ﬂ_;f 60-75%VOspeo 2,3t1,2 3,11,3 22¢17 435296 360,8£194  369+199
>00% VOseo  2,6+1,5 3,5+1,8 2,712 337171 347,6£197 399+216
<60%VOpo 18420 2514 25:1,9  94+110 154+151  9,7+7,9

(p"é_'r?]eL) 60-75%VO0ye 1,6+41,2 35429 22+15  10,9+11,7 23,6205 12,3+10,1
>90% VOueo  1,6¢1,3 22416 2,3t1,6  8,3t54  218+119 9,454
<60%VOue 3,7+15 3,716 3,3t08 7,077  112+149  7,6¢85

(;I)IQ-.%T?E) 60-75%VOsco 3,4+1,3 39+1,6 3,6t1,4  65:64  184+255  9,8+115
>90% VOuueo  3,1#15 35:14 3,9+20  7,3t7,6 4630  7,1455
<60%VOu, 0,6£0,7 0,7¢0,5 0,806  2,9+42  22+13  10,0£29,4

IL-6/IL-10  60-75%VOy 0,6£0,5 0,9:0,6 0,6:0,3  3,3%3,2  25:25  3,7%6,1
>90% VOueo  0,5:0,4 0,7¢0,6 0,7:05  6,7+153  9,8+112  2,6+2,6
<60%VOsc 0,6:0,3 0,7¢04 0,7¢0,3 107,8+1635 77,9+59,0 136,4+199,8
TNF-0/lL-10  66.7506V0,,0, 0,7£0,3 0,980,7 0,7+0,6 144,7+148,6 50,7+52,9 99,8+103,0
>90% VOueo  0,9+0,7 1,240,7 0,9+0,6  99,9+109,7 103,1+93,0 110,2+1314

®Efeito da intensidade no sangue periférico; "Efeito do tempo no sangue periférico; © Interacéo intensidade X tempo no sangue periférico;
‘Efeito da intensidade no sangue estimulado; °Efeito do tempo no sangue estimulado; f Interacéo intensidade X tempo no sangue

estimulado.

A analise dos parametros metabdlicos, representado em valores de

concentracdo absoluta, € apresentada na Tabela 4. Glicose apresentou uma

interacdo entre intensidade e tempo (F= 3,991; p= 0,026; n% 0,222) com

maiores concentracdes no exercicio de alta intensidade apés 60 minutos do

término da sessdo quando comparado com o mesmo momento das outras

intensidades. Houve um efeito da intensidade nas concentracdes de lactato (F=

53,769, p<0,001; n: 0,818), com maiores valores no exercicio de alta
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intensidade quando comparado com as outras intensidades, e também um
efeito do tempo (F= 36,621, p< 0,001; n% 0,753) com maiores valores
imediatamente apds o exercicio. Além disso, o lactato também apresentou uma
interacdo entre intensidade e tempo (F= 54,168, p<0,001; n% 0,819), com
concentragdes superiores no exercicio de alta intensidade imediatamente apos
o término da sessdo quando comparado as outras intensidades. Observou-se
também efeito do tempo para endotoxina (F= 7,959, p= 0,014; n* 0,362), com
maiores concentracdes pos-exercicio, e interacdo entre intensidade e tempo
(F= 3,369, p= 0,049; n* 0,194) com concentraces mais altas de endotoxina
apos o exercicio de alta intensidade quando comparado com o exercicio de

baixa intensidade.

Tabela 4. Concentracdo dos parametros metabdlicos no sangue periférico, expresso
em media e desvio padrdo, de acordo com a intensidade de esforco.

Pré Pés 60 minutos
<60%VO2ico 81,8+9,4 80,9+9,3 84,7+11,2
Glicose (mg.dL)®  60-75%VOpico 83,4+10,6 85,7+9,4 80,6+22,1
>90% VOzpico 84,2+9,9 80,4+11,3 96,4+9,5
<60%VO2pico 0,89+0,04 0,91+0,07 0,95+0,06
NEFA (MEq.L)  60-75%VOayico 0,92+0,06 0,91+0,08 0,89+0,24
>90% VO2pico 0,90+0,03 0,85+0,03 0,96+0,07
<60%VO2pico 1,71+0,64 2,67+2,00 -
Lactato (mmol.L)**°  60-75%V 0o 1,56+0,49 4,46+3,09 -
>90% VOzpico 1,51+0,79  10,07+2,92 -
<60%VO2ico 1,02+0,30 0,99+0,27 -
fggorff)”;? 60-75%VOse  0,94%0,26  0,99:0,23 i
>90% VO2pico 1,18+0,43 1,24+0,29 -

®Efeito da intensidade no sangue periférico; PEfeito do tempo no sangue periférico; © Interacdo intensidade X tempo

no sangue periférico.
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Para melhor compreender as variacdes nas respostas inflamatorias e
metabdlicas de acordo com as intensidades de exercicio fisico, a diferenca
percentual (A%) entre os momentos Pré X Pés e Pré X 60 minutos foram
analisados no sangue periférico e no sangue estimulado com LPS. N&o houve
diferencas no sangue periférico quando analisado variagdo entre 0s momentos
Pré X Pds. No entanto, resultados significativos foram encontrados no sangue
estimulado com LPS verificando que o exercicio de alta intensidade aumentou
significativamente as concentracdes de lactato (F= 44,890; p<0,001), IL-6 (F=
4,908; p= 0,011) e relacdo IL-6/IL-10 (F= 6,185; p= 0,004) concomitantemente
com a diminui¢do das concentracdes de acidos graxos livres (NEFA) (F= 6,063;
p= 0,004) imediatamente apds a sessao de esforco (Figura 6).

Quando analisado a variagdo entre os momentos Pré X 60 minutos, ndo
foram observadas diferencas no sangue estimulado com LPS, apenas no
sangue periférico para a variavel glicose apds 60 minutos do término da sessao
de alta intensidade (F=3,487; p=0,038). E importante destacar que uma
tendéncia de resposta similar foi observada para IL-10 no exercicio de alta

intensidade (F=2,832; p=0,068) no sangue periférico (Figura 7).
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Figure 6: Diferenca percentual, expresso em A%, dos parametros metabdlicos e inflamatdrios entre os momentos pré e pds exercicio das sessdes
agudas de esfor¢co em baixa, moderada e alta intensidade. (*) p<0.05, (**) p<0.01 e (***) p<0.001
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A fim de analisar a relacdo entre as respostas metabdlicas e
inflamatérias, de acordo com as intensidades de exercicio fisico, com o nivel de
condicionamento fisico realizou-se andlises de correlacdo com os parametros
de desempenho fisico (VOgpico € poténcia pico), encontrado relagcbes
significativas com a poténcia aerobia pico (Wyico). Na tabela 5 séo
apresentadas as correlagbes do sangue periférico, de acordo com a
intensidade do exercicio fisico, observando relagBes significativas apos
exercicio entre Wy, € endotoxina, IL-10, lactato e glicose, principalmente nos
exercicios executados em intensidades >60% VOpico.

Na tabela 6 sé&o apresentadas as correlagdes do sangue estimulado
com LPS, de acordo com a intensidade do exercicio fisico, observando uma
relagcéo positiva entre Wy, € IL-10 apds o exercicio, porém no exercicio de

baixa intensidade.
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Tabela 5. Correlacdo entre a variacdo percentual dos parametros inflamatérios e
metabdlicos do sangue periférico, nas diferentes intensidades de exercicio fisico, e nivel
de condicionamento fisico representada pela poténcia pico atingida em teste incremental
maximo.

A%1 A%2

r p-value r p-value
TNF-a (pg,mL) 0,241 0,321 -0,274 0,271
IL-6 (pg, mL) 0,091 0,711 0,080 0,743
IL-10 (pg,mL) -0,118 0,629 0,050 0,840
Baixa IL-6/IL-10 0,173 0,478 -0,147 0,548
intensidade TNF-a/IL-10 0,296 0,219 -0,126 0,619
(<60%VO 2pico) Glicose (mg,dL) 0,399 0,091 0,436 0,062
NEFA (mEq,L) 0,299 0,214 0,398 0,092

Endotoxina (EU,mL) -0,309 0,198 - -

Lactato (mmol,L) -0,591 0,010% - -
TNF-a (pg,mL) -0,081 0,766 0,428 0,098
IL-6 (pg, mL) 0,057 0,834 0,094 0,728
IL-10 (pg,mL) 0,513 0,042* 0,156 0,563
Intensidade IL-6/IL-10 -0,054 0,843 -0,020 0,094
Moderada TNF-a/IL-10 -0,233 0,385 0,292 0,273
(60-75%V0yc0)  Glicose (mg,dL) 0,357 0,175 -0,352 0,182
NEFA (mEq,L) 0,266 0,320 -0,391 0,134

Endotoxina (EU,mL) -0,531 0,034* - -

Lactato (mmol,L) -0,538 0,031* - -
TNF-a (pg,mL) -0,205 0,416 -0,195 0,438
IL-6 (pg, mL) -0,041 0,871 0,032 0,901
IL-10 (pg,mL) -0,120 0,634 -0,056 0,825
Alta intensidade IL-6/IL-10 -0,182 0,470 -0,002 0,993
(>90%VO00) Tl\_lF-cx/IL-lO -0,030 0,907 -0,197 0,434
Zpico Glicose (mg,dL) 0,567 0,014* 0,287 0,248
NEFA (mEq,L) 0,148 0,559 0,234 0,351

Endotoxina (EU,mL) -0,527 0,025* - -

Lactato (mmol,L) 0,457 0,065

A%1=diferenca percentual entre os momentos Pré e Pds sessdo aguda de exercicio fisico; A%Z2=diferenca percentual
entre os momentos Pré e 60 minutos ap6s sessdo aguda de exercicio fisico; r= correlagdo de Pearson, p<0,05
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Tabela 6. Correlacéo entre a variacao percentual dos parametros inflamatérios do
sangue estimulado com LPS, nas diferentes intensidades de exercicio fisico, e nivel
de condicionamento fisico representada pela poténcia pico atingida em teste
incremental maximo.

A%1 A%2

r p-value r p-value

TNF-o (pgmL) 0223 0,358 0,440 0,059

Baixa IL-6 (pg,mL) 0216 0375 0,150 0,541
intensidade  IL-10 (pg,mL) 0,485  0,041* 0,235 0,348
(<60%VOopeq)  IL-6/IL-10 0373 0,127 0,316 0,201
TNF-a/IL-10 0210 0404 0,225 0,369

TNF-o (pgmL) 0,263 0,324 0,310 0,242

Intensidade  IL-6 (pg,mL) 0137 0,613 0114 0,675

Moderada  IL-10 (pg,mL) 0333 0290 0,200 0,49
(60-75%VOzpc0)  IL-6/IL-10 0375 0,186 0,295 0,306
TNF-o/IL-10 0375 0,186 0,354 0.214

TNF-o (pgml) 0,262 0,293 0,087 0,731

o IL-6 (pg,mL) 0330 0,182 0,224 0,372
A('iaggz)}e\'/‘gd?de IL-10 (pg.mL) 0,040 0.875 0,186 0.460
OVOazic)  |_g/L-10 0254 0310 0,095 0,708
TNF-/IL-10 0278 0,263 0,209 0,404

A%1=diferenca percentual entre os momentos Pré e Po6s sessdo aguda de exercicio fisico; A%Z2=diferenca
percentual entre os momentos Pré e 60 minutos ap6s sessao aguda de exercicio fisico; r= correlagdo de Pearson,
p<0,05

A analise dos parametros que compde o perfil lipidico, representado em
valores de concentracdo absoluta, é apresentada na Figura 8. Nao houve
efeito das intensidades e do tempo sobre as variaveis de triacilglicerol
(intensidade: F= 0,326; p= 0,706; n* 0,019/ tempo: F= 3,472; p= 0,065; n*
0,170), colesterol total (intensidade: F= 0,261; p= 0,771; n* 0,015/ tempo: F=
0,912; p= 0,395; n% 0,051), LDL-c (intensidade: F= 0,445; p= 0,600; n* 0,025/
tempo: F= 0,782; p= 0,446; n* 0,044) e HDL-c (intensidade: F= 0,468; p=

0,613; n% 0,027/ tempo: F= 1,786; p= 0,189; n*: 0,095).
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Figura 8. Cinética dos parametros lipidicos, expresso em média e desvio padréo, de acordo com as intensidades de esforgo
LDL-c= lipoproteina de baixa densidade: HDL-c=lipoproteina de alta densidade.

A fim de analisar a relacdo entre os parametros do perfil lipidico, de
acordo com as intensidades de exercicio fisico, com o nivel de
condicionamento fisico realizou-se andlises de correlacdo com os parametros
de desempenho fisico (VOgpico € poténcia pico), encontrado relagbes
significativas com a poténcia aerobia pico (Wpi). Na tabela 7 sé&o
apresentadas as correlacbes do sangue periférico, de acordo com a
intensidade do exercicio fisico, observando uma relagéo inversa entre Wy, €
HDL-c do momento pré no exercicio de intensidade moderada (60-75%
VO2pico). E digno de nota que, para a mesma intensidade de esforgo, algumas
tendéncias de relacdo foram observadas no momento 60 minutos apds o
término do exercicio e nas variacdes (delta) entre os momentos Pré X 60

minutos das variaveis de colesterol total, LDL-c e ndo HDL-c.
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Tabela 7. Correlacdo entre parametros de perfil lipidico (absoluto e relativo) do sangue periférico, nas diferentes intensidades de exercicio

fisico, e nivel de condicionamento fisico representada pela poténcia pico atingida em teste incremental maximo.

Pré 60 minutos
r p-value r p-value r p-value r p-value r p-value
CT (mg,dL) 0,010 0,962 0,176 0,411 0,124 0,563 0,157 0,464 0,152 0,478
Baixa TAG (mg,dL) 0,245 0,249 0,152 0,477 0,003 0,98 -0,137 0,523 -0,297 0,159
intensidade LDL-c (mg,dL) 0,023 0,915 0,203 0,341 0,196 0,358 0,172 0422 0,229 0,281
(<60%VOy4co)  HDL-c (mg,dL) -0,263 0,215 -0,280 0,185 -0,299 0,155 0,056 0,795 -0,085 0,692
nHDL (mg,dL) 0,064 0,767 0,219 0,304 0,191 0,371 0,157 0465 0,180 0,401
CT (mg,dL) -0,197 0,419 0,194 0,426 0,365 0,124 0,329 0,169 0,450 0,053
Intensidade ~ TAG (mg,dL) 0,119 0,628 0,034 0,889 -0,043 0,860 -0,181 0,459 -0,211 0,387
Moderada LDL-c (mg,dL) -0,147 0,549 0,282 0,242 0,444 0,057 0,330 0,168 0,442 0,058
(60-75%V0ypco) HDL-c (mg,dL) -0,477 0,039* -0,423 0,071 -0,396 0,093 0,157 05508 0,186 0,431
nHDL (mg,dL) -0,119 0,627 0,285 0,237 0,430 0,066 0,328 0,170 0,438 0,061
CT (mg,dL) 0,105 0,634 0,077 0,726 0,162 0,461 -0,008 0,971 0,025 0,909
Alta, intensidade TAG (mg,dL) 0,029 0,897 -0,130 0,554 -0,114 0,605 -0,345 0,107 -0,256 0,236
(>90%VOnir) LDL-c (mg,dL) 0,139 0,528 0,143 0,516 0,172 0,432 0,047 0,831 0,014 0,951
P’ HDL-c (mg,dL) -0,188 0,391 -0,364 0,088 0,000 0,999 -0,236 0,277 0,170 0,439
nHDL (mg,dL) 0,139 0,527 0,124 0572 0,149 0,498 0,019 0,932 -0,016 0,942

CT= colesterol total; TAG= Triacilglicerol; LDL-c= lipoproteina de baixa densidade; HDL-c= lipoproteina de alta densidade; nHDL= colesterol ndo HDL; A1=diferenca absoluta entre os momentos
Pré e Pds sessdo aguda de exercicio fisico; A2=diferenga absoluta entre os momentos Pré e 60 minutos apds sessdo aguda de exercicio fisico; r= coxrrelagcdo de Pearson, p<0,05
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A analise das concentracdes de leptina, adiponectina, insulina e PAI-1,
representado em valores de concentracdo absoluta, sdo apresentados na
Figura 9. Nao houve efeito das intensidades e do tempo sobre as variaveis de
adiponectina (intensidade: F= 0,810; p= 0,451; n* 0,04/ tempo: F= 1,341; p=
0,272; n* 0,055) e insulina (intensidade: F= 0,763; p= 0,507; n 0,203/ tempo:
F= 0,948; p= 0,439; n* 0,240). Para leptina houve efeito do tempo (F= 4,837;
p= 0,025; n* 0,203) com menores concentracdes imediatamente apos o
exercicio quando comparado com o momento pré exercicio. PAI-1 apresentou
efeito do tempo (F= 10,637; p< 0,001; n? 0,326) com maiores concentracoes
imediatamente apdés o exercicio quando comparado com o0 momento 60
minutos apos o termino da sessdo. Além disso, houve uma interagdo entre

intensidade e tempo (F= 5,062; p= 0,001; n%

0,187) com concentragdes
superiores no exercicio de alta intensidade imediatamente apés o término da
sessdo quando comparado com o exercicio de baixa intensidade. Vale
ressaltar que, quando analisado isoladamente as intensidades de esfor¢o, o
exercicio de alta intensidade apresentou maiores concentra¢des imediatamente
apos a sessdo quando comparado com 0s momentos pré e apos 60 minutos;
enquanto as outras intensidades (baixa e moderada) apresentaram maiores

concentracfes imediatamente apds a sessao quando comparado apenas com

0 momento 60 minutos apds o exercicio.
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Figura 9. Cinética dos parametros nutricionais e metabdlicos, expresso em média e desvio padréo, de acordo com as intensidades de esforgo.
PAI-1= Inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1.%Efeito do tempo; "Efeito da intensidade; ®Interag&o intensidade X tempo.

Andlises de correlagdo foram conduzidas para verificar a relacdo entre
as concentracOes de leptina, adiponectina, insulina e PAI-1, de acordo com as
intensidades de exercicio fisico, com o nivel de condicionamento fisico.
Diferentemente das citocinas e variaveis do perfil lipidico, foram observadas
relagcdes significativas com o0 VOgico, Na tabela 8 séo apresentadas as
correlacdes do sangue periférico, de acordo com a intensidade do exercicio
fisico, observando relagdo inversa entre VOg,co, insulina e leptina nos
momentos pré e imediatamente apds, respectivamente, na intensidade
moderada. Adiponectina apresentou relacdo inversa imediatamente e apés 60

minutos do exercicio de alta intensidade. Sobre as variacdes percentuais
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observou-se relacdo positiva entre VOghc, € insulina nas intensidades

moderada e alta imediatamente apds as sessBes de exercicio fisico.
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Tabela 8. Correlacdo entre hormonios e citocinas do sangue periférico, nas diferentes intensidades de exercicio fisico, e nivel de condicionamento

fisico representada pelo consumo pico de oxigénio atingido em teste incremental maximo.

Pré Pés 60 minutos A1% A2%

r p-value r p-value r p-value r p-value r p-value

Baixa Leptina (ng/mL) -0,315 0,153 -0,267 0,217  -0,069 0,754 -0,048 0,833 0,027 0,906
intensidade Adiponectina (ng/mL) 0,042 0,844 0,091 0,674 -0,142 0,508 -0,047 0,827 -0,210 0,324
(<60%VO s5i0) PAI—Z'L (ng/mL) -0,013 0,953 -0,097 0,651 0,033 0,877 -0,409 0,052 -0,020 0,927
pico Insulina (uUL/mL) -0,303 0,222 -0,061 0,811 0,403 0,136 0,145 0,565 0,499 0,058
Intensidade Leptina (ng/mL) -0,259 0,233 -0,464 0,030* -0,384 0,070 -0,182 0,417 -0,198 0,378
Moderada Adiponectina (ng/mL) -0,241 0,257 -0,192 0,369 -0,163 0,446 0,153 0,476 -0,014 0,949
(60-7506V05c0) PAI-1 (ng/mL) -0,083 0,701 -0,147 0,494 0,002 0994 -0,146 0,496 0,163 0,456
P’ Insulina (WUL/mL) -0,482 0,050 0,190 0,465 -0,085 0,792 0607 0,010+ -0,377 0,228

Leptina (ng/mL) -0,206 0,359 -0,107 0,617 -0,114 0,596 0,051 0,820 0,075 0,739

Alta intensidade Adiponectina (ng/mL) -0,237 0,264 -0,417 0,043* -0,456 0,025* 0,151 0481 -0,322 0,125
(>90%VOypco)  PAI-1 (ng/mL) -0,236 0,268 -0,403 0,051 -0,164 0,443 -0,022 0,917 0,355 0,089
Insulina (uUL/mL) -0,318 0,171 0,419 0,066 -0,073 0,761 0,632 0,003* 0,131 0,593

PAI-1= inibidor do ativador de plasminogénio tipo 1; A1%=diferenga percentual entre os momentos Pré e Pos sessdo aguda de exercicio fisico; A2%=diferenga percentual entre os momentos Pré e 60

minutos apos sessao aguda de exercicio fisico; r= correlagao de Pearson, p<0,05
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ESTUDO Il — Anélises Moleculares e respostas in vitro

Na tabela 9 sédo apresentadas as caracteristicas fisiolégicas de todos
os voluntarios avaliados (22 individuos) no ESTUDO Il frente os testes
incrementais maximos.

Tabela 9. Caracteristica dos participantes, expresso em média e desvio padréo,
no teste incremental maximo.

Baixo VOzpico Alto VOzpico p-value
Idade (anos) 28,2+4.3 25,6+6,4 0,312
Massa corporal (kg) 75,8+17,2 75,4+11,0 0,954
Poténciayc, (watts) 146,5+45,2 246,1+£58,5 <0,001*
VOzpico (ML,kg ™ ,min") 37,346,7 58,4+6,4 <0,001*
FCrep (bpm) 81,1+6,8 69,0+7,9 0,001*
FCrmax (bpm) 184,4+16,6 182,4+7,9 0,735
[La] (mmol,L) 9,4+1,8 11,119 0,039*

VO_pico= CONSUMO pico de oxigénio; FCp,= Frequéncia cardiaca de repouso; FCna= Frequéncia cardiaca maxima; [La]=
concentragao de lactato

A técnica de citometria de fluxo foi utilizada com objetivo de determinar a
expresséo fenotipica dos mondcitos visando a caracterizagdo dos mondcitos
entre classico, intermediario e ndo classico por meio da marcacdo com
anticorpos CD14 e CD16. A caracterizacdo é apresentada na Figura 10 e nao
foram observadas diferengas significativas entre os grupos de condicionamento

fisico
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Figura 10. Expressé@o de Mondcitos de acordo com o nivel de condicionamento fisico

A analise das concentracdes de citocinas produzidas na cultura de
mondcitos, ap6s 24 horas de incubacédo, sob estimulacdo de LPS (ativador de
NFkB) isolado ou combinado com agonista (Rosiglitazona) e antagonista
(GW9662) de PPAR-y sédo apresentados na Figura 11. Nao houve efeito dos
estimulos e do nivel de condicionamento fisico sobre as concentracdes de
TNF-a. IL-6 apresentou efeito do grupo (F= 4,940; p= 0,046; n* 0,292) com

maiores concentragcdes no grupo de alto VOqyic, € interagéo estimulo e grupo
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(F= 6,493; p= 0,006; n% 0,351) com maiores concentracOes observadas no
grupo alto VOqpico, quando comparado com o baixo VOapico, SOb estimulacéo de
LPS + Rosiglitazona e LPS + GW9662. Vale ressaltar que, sob as mesmas
estimulagdes, o grupo baixo VO4ico apresentou um decréscimo da citocina. IL-

10 apresentou interacdo estimulo e grupo (F= 8,223; p= 0,001; n% 0,302),
entretanto o pos-hoc apresentou uma tendéncia de diferenca (p= 0.08) entre os
grupos sob estimulacdo com LPS. IFN-y apresentou efeito da estimulagao (F=
4,892; p= 0,023; n* 0,197) com menores concentragcbes sob estimulacdo de

LPS+GW9662 quando comparado com o LPS isolado.
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Figura 11. Concentragdes de citocinas, expresso em média e devio padréo, no meio de cultura de mondcitos incubados por 24 horas.
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estimulos.Linha tracejada refere-se ao controle de acordo com o grupo
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Para o ESTUDO Il foram incluidos 22 voluntarios (proporcionalmente
divididos entre os grupos Baixo e Alto VOyico) que participaram de todos os
testes e andlises, entretanto para as analises de expressdo génica analisou-se
as amostras dos 12 voluntarios que melhor caracterizavam os grupos (Baixo
VOazpico =35,3 ml.kg.min™ e Alto VOapeo= 63,1 ml.kgh.min™). A andlise de
expressdo génica foi conduzida com a finalidade de investigar as alteragcfes
impostas pelos estimulos ofertados (LPS, Rosiglitazona, GW9662,
LPS+Rosiglitazona e LPS+GW9662) apds 24 de incubacdo. Os resultados
(Tabela 10, Figura 12 e 13) sdo apresentados de acordo com as alteragdes
dos genes alvo relativizados pelo gene GAPDH usado como constitutiva.
Resultados significativos foram observados nos genes PPAR-y, PGC-1a, TLR-
4, CD36, AMPK e L-CAT. E importante ressaltar que para a variavel L-CAT foi
observado um efeito do estimulo, entretanto o pos-hoc ndo detectou as

diferencas.
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Tabela 10. Andlise de expressao génica de marcadores inflamatérios, Valores expressos em “numero de vezes” (folder) de alteracéo.

Variavel Grupo Controle LPS Rosi GW LR LG Efeitos F p-valor n°
Baixo VO?2 6,44 0,54 26,93 10,99 15,77 7.18 Estimulo 14,511 <0,001* 0,592
PPAR-y Alto VO2 Grupo 8,867  0,014* 0,470
to 1,19 1,78 43,81 29,04 24,55 2748 |nteracio 2,456 0,123 0,198
PGC1a Baixo VO2 1,25 0,98 44,38 22,31 56,12 57,61 Ecs;trl’lrjnplglo iéggg <00600CLJ;* 8,222
Alto VO2 1 1g 1,26 71,38 3520 12688 7270 |preracho 4,080  0,027* 0,338
KK Baixo VO2 0,95 0,89 36,91 21,86 148,34 41,31 Eétrftfrplglo g'gig 8,%2 g,gg;
Alto VO2 1,09 2,89 85,97 24,09 20523 11581 |pgeracdo 0246 0665 0,030

’ *
TLR-4 Baixo vO2 1,00 1.35 2506 1536 Sl7z 60,96 EcsstrllTpL:)lo éi’%g <06000011* g’gig
Alto VO2 0,99 4,73 72,43 49,49 196,66 293,56 |nteracio 8445  0013* 0514
Alto VO2 139 267 248 1048 1997 345 |nteracio 0559 0549 0,074
NFKEB Baixo VO2 1,26 1,54 7115 27,04 69,44 10,23 Eétr'lfjnplgo (1)’;2‘1‘ 8%% 8’(1)%
AltoVO2 101 1,75 21,78 1486 1246 3057 |nteracio 1,104 0,328 0,109
1 i ’ ’ 4* I}

D36 Baixo VO2 0,67 0,57 55,72 37,44 17,34 20,29 EcS;trllTpl:)lo g ggg 8 ggs 8 ig?
Alto VO2 2,78 1,29 81,84 34,16 24,79 30,03  |nteragdo 0,380 0,672 0,052
_ Estimulo 26,487 <0,001* 0,746
AMPK Baixo VO2 117 1,13 545,44 297,66 259,78 184,58 étr'lfjnp‘go 5117 0035 040
Alto VO2 1,18 1,81 347,72 272,71 211,84 217,30 |nteragio 1,507 0,246 0,143
Estimulo 2,840 0,077 0,289
CETP Baixo VO2 1,43 0,83 81,93 76,51 41,99 47,23 Grupo. 0775 0408 0100
Alto VO2 1,13 4,08 180,19 26,39 157,02 87,36  Interagcdo 1,049 0,385 0,130
Baixo VO2 1,35 1,21 20,31 11,07 196,84 214,07 Estimulo 7,556  0,034* 0,602
L-CAT Grupo 0,661 0,453 0,117
AltoVO2Z 4 47 133 2782 1402 25745 43666 oo 0735 0442 0128
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8. DISCUSSAO

Os resultados encontrados no presente estudo nos possibilita melhor
compreender as modulagBes fisiologicas, metabdlicas e inflamatdrias
periféricas impostas pelo exercicio fisico realizado em diferentes intensidades
de esfor¢co e de acordo com o nivel de condicionamento fisico individual. Além
disso, identificar como a aptiddo cardiorrespiratoria propicia adaptacdes
celulares e moleculares que impactam diretamente nas modulagdes mediadas
pelo exercicio fisico agudo.

Tais conhecimentos viabilizam o conhecimento de protocolos de
treinamento direcionados aos publicos alvo com maior precisdo para a
obtencdo de melhorias sobre aspectos relacionados com desempenho fisico e
saude. Sendo assim, é importante entender as respostas fisiolégicas e
periféricas impostas pelo exercicio fisico e como o “maquinario biolégico
individual” pode orquestrar as modulagdes periféricas e moleculares.

Quando investigado as respostas fisiologicas periféricas, observamos que
0 exercicio de alta intensidade (>90% VOgyico) parece ser o principal modelo a
aumentar significativamente as concentracdes de lactato, glicose, TNF-a, IL-6,
razdo IL-6/IL-10, paralelamente a diminuicdo das concentracfes de acidos
graxos, imediatamente apos a sessao de esforco. Além disso, apos 60 minutos
do término da sessdo (recuperacdo) ha uma tendéncia de aumento das
concentracbes de IL-10 que apresentou associagdo com parametros de
desempenho/condicionamento fisico no sangue total periférico e estimulado
com LPS.

As modulacdes positivas mediadas pelo treinamento de alta intensidade,
principalmente sobre os seus efeitos anti-inflamatorio e anti-aterogénico, estéo

sendo amplamente investigados. Em um contexto similar, Peake e
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colaboradores (2005) investigaram em homens bem treinados os efeitos
inflamatérios impostos por trés modelos de exercicio fisico (a) corrida em
intensidade moderada (60% VOgmax) por 60 minutos; b) corrida em alta
intensidade (85% VO3max) por 60 minutos e; c) corrida downhill (-10%) a 60%
VO2max por 45 minutos) observando que as concentracdes de IL-1ra e IL-10
aumentaram significativamente apds o exercicio de alta intensidade quando
comparado com o0s outros dois modelos a 60%VO:max. Estes resultados
sugerem que apods o exercicio de 1 hora de duracao, a intensidade do exercicio
parece ter um efeito significativo sobre a producdo de citocinas anti-
inflamatorias por influéncia de fatores sistémicos, como os hormdénios (cortisol
e norepinefrina) e a producéo de IL-6 durante a sessao de esfor¢o (Peake et al,
2004; Peake et al, 2005, Sondergaard et al., 2000).

Além da intensidade, outros parametros fisiologicos podem influenciar na
producédo e liberagdo de IL-10. Jankord & Jemiolo (2004) sugerem que alto
volume de atividade fisica regular estd associado com maiores concentracées
de IL-10 evidenciando que o treinamento fisico desempenha um papel
significativo sobre os parametros inflamatorios. Abbasi e colaboradores (2013)
em estudo conduzido com sangue estimulado com LPS em atletas apés
exercicio exaustivo observaram que ha aumento nas concentragcées de IL-10,
IL-1ra, IL-6, MCP-1 e IL-8 no sangue nao estimulando enquanto que no sangue
estimulado observou-se aumento de IL-8, IL-1ra, e TGF-B1 com supressdo do
TNF-a e IL-6, entretanto o pico de IL-6 imediatamente ap0s o0 exercicio também
foi observado.

Tais estudos corroboram com nossos resultados e com a nossa hipotese
inicial de que o exercicio em alta intensidade propicia respostas positivas e

benéficas ao organismo, entretanto as modula¢gdes parecem ser dependentes do
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nivel de condicionamento fisico. Além disso, temos que destacar que o exercicio
fisico per si possui efeitos anti-inflamatorios, vinculado com a producéo de IL-6
advinda da contracdo muscular, que atua como gatilho para a produgéo e
liberacdo de outras citocinas de carater anti-inflamatorias, tais como IL-1ra e IL-
10 (Pedersen, 2011; Pedersen et al., 2001). Por outro lado, Van der Poll e
colaboradores (1996) verificaram que pacientes induzidos a endotoxemia
apresentaram aumento das concentracdes de IL-10 com pico apés 2 horas de
injecdo, entretanto individuos que receberam infusdo de hidrocortisona
diretamente antes da administragédo de LPS, as concentragdes de IL-10 foram
ainda maiores sugerindo uma possivel modulacdo independente de outras
citocinas precursoras. Embora néo significante, no presente estudo foi possivel
observar um aumento no sangue periférico das concentragcfes de IL-6 em todas
as intensidades, principalmente nos protocolos de alta intensidade, o que pode
explicar o comportamento da IL-10.

A producdo e a liberagdo de IL-6, mediada pelo exercicio fisico, pode
aumentar até 100 vezes apos o esforco quando comparado com concentragfes
em repouso ou pré-exercicio (Starkie et al., 2001), entretanto as suas variacées
dependem de diversas varidveis do treinamento, tais como volume,
protocolo/modelo e intensidade, e as suas alteracbes estdo diretamente
relacionadas com a regulacdo energética e inflamatdria considerando a sua
atuagdo como “sensor energético” (Pedersen & Febbraio, 2008; Reihmane &
Dela, 2014). A contribuicao energética mediada por IL-6 pode ser observada ao
identificar as alteracdes nas concentracdes de glicose, lactato e acidos graxos
livres, dado que tais variaveis estdo associadas com a deplecédo dos estoques
de glicogénio e sdo mobilizados para a manutencéo da atividade contrétil.

Além dos parametros inflamatorios, quando analisado a concentracéo de
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outras citocinas (adiponectina, PAI-1) e horménios (leptina e insulina) que
regulam o metabolismo glicidico e lipidico, observou-se que o0 exercicio
diminuiu as concentracdes de leptina, como esperado, e interessantemente, o
exercicio de alta intensidade aumentou significativamente as concentracdes de
PAI-1 imediatamente ap0s a sessdo de exercicio retornando aos valores
similares ao repouso ap6s 60 minutos. Vale ressaltar que o PAI-1 é
considerado um marcador aterogénico de importante contribuicdo no equilibrio
dos processos fibrinoliticos inibindo a acdo do ativador do plasminogénio
tecidual (Cesari et al., 2010)

Em estudo prévio conduzido por nosso grupo foi observado resultados
similares com aumento significativo das concentracdes de PAI-1 imediatamente
apos a sessdo de esforco, porém em exercicio continuo de intensidade
moderada (70% da velocidade associada com 0 VOgpico) (Santos et al., 2016)
corroborando com outro estudo que também observou alteragdes significantes
em exercicios de intensidades mais baixas em jovens (Buchan et al., 2011).
Por outro lado, Kahraman e colaboradores (2011) observaram em homens
saudaveis que uma sessao aguda de exercicio submaximo (60 minutos a 90%
do limiar anaerdbio individual) é capaz de aumentar, mesmo que nao
significativamente, as concentracfes de PAI-1 sugerindo um estado transitorio
de coagulacéo associado ao exercicio fisico.

Além disso, devemos mencionar que as concentracdoes basais de PAI-1
estdo diretamente associadas com o nivel de condicionamento fisico individual
observando-se menores valores em individuos altamente treinados que realizam
elevado volume de treinamento quando comparado com sedentarios (Lira el al.,
2010). Neste contexto, o nivel de condicionamento individual parece ser um fator

determinante para as modulacfes impostas pelo exercicio fisico associado a
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intensidade do esforco e tais pressupostos sédo fortalecidos ao verificar as
correlagdes inversas entre citocinas, hormoénios e parametros de desempenho
fisico, principalmente em intensidades moderada e alta.

Mesmo nao apresentando alteracdes significantes em suas concentracoes
frente as sessdes de esforco, vale mencionar a relagdo inversa entre as
concentragcbes de adiponectina apds o exercicio fisico (imediatamente e 60
minutos apo0s o término da sessdo) com 0 VOguc. A adiponectina €
caracterizada como uma citocina anti-inflamatéria, anti-angiogénica, anti-
aterosclerotica, anti-proliferativa e pro-apoptoticas em diversos tipos celulares e
no musculo esquelético estimula a captacdo e utilizagdo da glicose, via
aumento da translocacdo do GLUT-4 (Ceddia et al., 2005), e o transporte de
acidos graxos (Qiao et al., 2012). Além disso, adiponectina aumenta as vias de
glicdlise e B-oxidagéo, por meio da ativacdo da AMPK (Yamauchi et al., 2002),
viabilizando a biodisponibilidade de substratos energéticos. Nesta perspectiva,
a relagao inversa observada entre as concentracdes de adiponectina e VO ypico
frente o exercicio fisico pode ser explicado por uma menor necessidade de
mobilizacdo e captacdo de energia dada a utilizacdo e deplecédo dos estoques
de glicogénio muscular que, sabidamente, sdo elevados em individuos
treinados e representam uma adaptacdo benéfica ao metabolismo tornando-o
mais econémico e funcional mediante situacdes de elevado gasto energético.

Em linhas gerais, pudemos identificar nas respostas periféricas que o nivel
de condicionamento fisico paralelamente a intensidade de esforco sé&o
variaveis chaves para as modula¢ces impostas pelo exercicio fisico, entretanto
outros aspectos celulares, moleculares e/ou intracelulares também podem
orquestrar e gerenciar tais respostas.

Desta forma, ao investigar aspectos celulares pudemos identificar que néo
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hé& diferenca fenotipica entre os mondcitos de sujeitos classificados como baixo
e alto VOghco que pode ser explicado pelas caracteristicas gerais dos
voluntarios recrutados para o presente estudo, tendo em vista que todos eram
saudaveis e eutroficos. Tal hipétese é fortalecida ao comparar 0S n0ssos
resultados com de outro estudo do nosso grupo que envolve homens obesos o
gual identificamos maiores valores percentuais de mondcitos classicos em
obesos quando comparado com os eutréficos (dados nao publicados).
Entretanto, por meio da cultura de células, identificamos que a resposta dos
monacitos frente diferentes estimulos inflamatorios se diferencia entre os
grupos de condicionamento fisico.

E importante destacar que os tratamentos utilizados para a cultura dos
monocitos nos permitiu ativar e/ou bloquear vias inflamatérias e anti-
inflamatérias, tendo em vista que 0s compostos sdo amplamente utilizados em
estudos com énfase nas vias de ativacdo do NF-kB e PPAR-y.

O LPS é uma endotoxina presente na membrana de bactérias gram-
negativas, sendo sua maior producao e liberacdo associada com o estresse na
microbiota intestinal, principalmente por meio de compostos nutricionais
advindos de dietas hipercaloricas e hiperlipidicas (Harte et al., 2012; Herieka et
al., 2014), favorecendo a instalacdo de um perfil inflamatério dada a sua
capacidade de interacdo com receptores da familia Toll like receptor e ativacao
de fatores de transcricdo nuclear, como o NF-kB (Silveira et al.,, 2016).
Rosiglitazona é um agonista de PPAR-y, membro da classe de medicamentos
antidiabético TZD (do inglés: thiazolidinediones) e s@o considerados ligantes
sintéticos do PPAR-y atuando, principalmente na reducdo da resisténcia a
insulina e concentragdes de glicose aumentando a sensibilidade tecidual (como

por exemplo, no musculo esquelético, tecido adiposo e figado) a insulina
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enddgena e exdgena (Bailey, 2005; Wellington, 2005). J4 o GW9662 (2-cloro-5-
nitrobenzanilida) atua como um potente antagonista de PPAR-y que modifica
covalentemente um residuo de cisteina (Cys 285) no sitio de ligacdo do ligante
de PPAR-y inibindo a sua ativagao; além disso, parece que o GW9662 também
modifica covalentemente tanto o PPAR-0 (delta) como o PPAR-a (alfa) em
concentracdes significativamente superiores as necessarias para a inibicao do
PPAR-y (Leesnitzer et al., 2002).

Quando analisado a producéo de citocinas inflamatorias no sobrenadante
da cultura de mondcitos, exposto ao tratamento com LPS, Rosiglitazona e
GW9662, foi observado significantes diferencas de acordo com os grupos de
condicionamento fisico, principalmente sobre as concentragfes de IL-6 e IL-10.
E sabido que o LPS é um agente ativador de vias de sinalizagdo pro-
inflamatorio, por meio da atividade transcricional do NF-kB, entretanto ao ser
conjugado com rosiglitazona (agonista de PPAR-y) ou GW9662 (antagonista de
PPAR-y) se estabelece uma “competicdo” de vias entre os fatores de
transcricdo. Nesta perspectiva, independentemente de estimulos pré ou anti-
inflamatorios, o grupo de alto condicionamento fisico produz maiores
concentragcbes de IL-6 evidenciando uma melhor responsividade a agentes
estressores do referido grupo.

Em recente estudo conduzido por Eaton e colaboradores (2018) observou-
se que homens fisicamente ativos (VOzpico = 4728 mL.kg™.min™), antes e ap6s
20 dias de treinamento intervalado de alta intensidade (5 x 4 minutos a ~ 80%
da poténcia pico), possuem maior expressdo de mRNA de IL-6 no musculo
esquelético apds uma sessao de treinamento. Além de individuos fisicamente
ativos, atletas também apresentam maior expressao génica de IL-6 frente

protocolos de treinamento de alta intensidade (Kochanowicz et al., 2017).
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Esses estudos evidenciam as positivas adaptacdes metabdlicas, e
possivelmente anti-inflamatoria, imposta pelo exercicio fisico e nivel de
condicionamento fisico capaz de propiciar significantes impactos a saude.

Por outro lado, a producdo de IL-10 por mondcitos cultivados sob
diferentes estimulos foi maior no grupo de baixo condicionamento fisico,
principalmente sob estimulagdo com LPS isolado, o que nos leva a hipotetizar
sobre a necessidade de uma resposta anti-inflamatéria acentuada para regular
e/ou neutralizar um estresse inflamatério. Sabe-se que a inatividade fisica é
capaz de impor um quadro inflamatério de baixo grau similar ao observado em
doengas cronico-degenerativa, tais como a obesidade. De acordo com
Carvalho e colaboradores (2010) a alta expresséo e liberagdo de IL-10 em
sujeitos com excesso de peso pode representar uma tentativa de inibir um
guadro inflamatorio representado pela alta expressao e liberacdo de citocinas
inflamatarias, tais como TNF-a e IL-6.

Por outro lado, Ortega (2016) sugere que h& efeitos bioregulatérios
advindos da prética de exercicio fisico dependentes do perfil metabdlico
individual, ou seja, em individuos saudéaveis a pratica de exercicio fisico deve
estimular uma resposta inflamatéria enquanto que em pessoas com quadro
inflamatorio instalado o exercicio fisico deve mediar uma resposta anti-
inflamatoria, principalmente por meio da reducdo de mediadores inflamatérios
que estdo elevados. No presente contexto, entende-se que a resposta anti-
inflamatdria € necessaria para pessoas que apresentam um quadro inflamatério
enquanto que para pessoas saudaveis faz-se necessario uma “sobrecarga”
inflamatdria para manter a responsividade e a funcionalidade efetiva do sistema
imune contra agentes estressores. Tal estudo pode explicar, pelo menos em

partes, as diferencas observadas na producdo de IL-6 e IL-10 nos mondcitos
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frente os diferentes estimulos na cultura de células, possivelmente sendo
influenciado pelo condicionamento fisico individual e perfil metabdlico.
Interessantemente, a expressado génica de importantes proteinas upstream,
downstream e receptores reguladores das vias de sinalizacdo do NF-kB e
PPAR-y se diferenciam entre os grupos de condicionamento fisico elucidando
0S mecanismos moleculares que associa-se positivamente com a pratica
regular de exercicio fisico. Kramer e colaboradores (2006) investigaram as
diferengas na expresséo génica da familia PPAR (a-alfa e &-delta) e PGC-1 (a-
alfa e B-beta) no musculo esquelético de homens atletas (ciclistas), fisicamente
ativos e inativos por lesdo medular verificando que a expressao de mRNA de
PPAR-a, PPAR-56, PGC-1a e -13 € maior em atletas, quando comparados com
individuos fisicamente ativos e que tais proteinas estdo correlacionadas com o

tipo de fibras musculares, principalmente com as fibras oxidativa.

Como supracitado, o PGC-1a € um co-ativador de todas as isoformas
PPAR e, portanto, a expressdo coordenada entre PGC-1a e isoformas de
PPAR podem refletir efeitos funcionais para modular o metabolismo, tais como
melhoras na capacidade oxidativa. Em animais € sugerido que PGC-1a
contribui na regulagdo mitocondrial mediada pela AMPK e expressao de
proteina de transporte de membrana de glicose (GLUT4) no mausculo
esquelético (Leick et al., 2010). Essa informacao é interessante tendo em vista
gue em nossos resultados identificamos maiores expressdes de AMPK nos
sujeitos de alto condicionamento fisico evidenciando que ha uma melhora do
sistema oxidativo e energético frente o treinamento fisico regular. Além disso,
devemos destacar o comportamento observado frente o tratamento conjugado

entre LPS e Rosiglitazona dado que, em condicOes praticas e clinicas,

individuos obesos diabéticos (que possuem um quadro inflamatorio) ao serem
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tratados com Rosiglitazona aumentaram a expressdo de PGC-1q,
paralelamente a melhora da sensibilidade insulinica e atividade da succinato
desidrogenase (Mensink et al., 2007)

Além das contribuicdes sobre o metabolismo energético € evidenciado os
impactos que o PGC-1a possui sobre a resposta inflamatéria, principalmente
na modulacdo das vias pro-inflamatoria. Nesta perspectiva, Eisele e
colaboradores (2013) sugere que o PGC-1a, bem como o PGC-13, reprime a
producdo de citocinas inflamatorias reduzindo a fosforilagdo do NF-kB e,
consequentemente, diminuindo a ativacdo transcricional do fator nuclear
evidenciando o papel regulatério que o PGC-1a possui sobre os eventos
inflamatérios. Nossos resultados corroboram com os estudos prévios ao
observarmos que o grupo de alto condicionamento fisico tem maior expressao
de PGC-1a independente da estimulagdo imposta nos levando a hipotetizar
gue o nivel de aptiddo fisica conduz a adaptacdes metabdlicas protetivas,
principalmente ao impor um ambiente inflamatério via LPS ou bloqueio da
atividade do PPAR-y (GW9662). Por outro lado, quando estimulado com LPS e
rosiglitazona (agonista de PPAR-y), mimetizando uma “competicdo de vias’,
podemos identificar que h4 uma maior expressédo dependente de PPAR-y que
por sua vez também € maior expressado no grupo de alto VOpico.

Essas respostas evidenciam um potente mecanismo protetivo e anti-
inflamatoério que o exercicio fisico propicia ao organismo e pode explicar o
comportamento das citocinas analisadas no sobrenadante da cultura,
principalmente da IL-6. Além disso, a modulacdo positiva sobre a expressao
das proteinas do eixo AMPK/PGC-1a/PPAR-y a nivel celular podem orquestrar
as respostas anti-inflamatérias observadas a nivel sistémico frente sesséo

aguda de exercicio fisico explicando, principalmente, as concentracées
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circulantes de IL-6 e IL-10 apOs esforco. Tais achados nos permite
compreender que a resposta benéfica periférica ao exercicio fisico € modulada
diretamente pelas adaptacées moleculares e celulares do “maquinario biolégico
individual”.

Vale ressaltar que a atividade e expressédo de receptores de membrana
sdo cruciais para a ativacao de vias de sinalizacdo e no presente trabalho
observou-se diferenca entre os grupos e estimulos na expressdo de TLR-4
verificando maiores valores no grupo de alto condicionamento fisico,
principalmente sob estimulaggo com LPS combinado com GW9662
(antagonista/bloqueador de PPAR-y). Estes resultados podem ser interpretados
como um aumento ou uma melhora da resposta imune frente os diferentes
estimulos, principalmente sob estimulacdo com LPS isolado ou conjugado, que
pode estar associado as adaptacdes impostas pelo treinamento. De acordo
com estudo conduzido por Nickel e colaboradores (2011) com atletas eutroficos
e obesos o treinamento aerdbio por 10 semanas, paralelamente ao nivel de
atividade fisica prévia dos sujeitos, induz um aumento na expressdo dos
receptores da familia TLR, principalmente TLR-4 e TLR-7, sugerindo que por
meio de exercicios aerodbicos regulares ha modulacbes positivas sobre a
imunidade inata e as citocinas pré-inflamatérias na obesidade. Child e
colaboradores (2013) observaram que 2 semanas de treinamento intermitente
de alta intensidade (4 minutos a ~ 85% do VO, cOM intervalo passivo de 2
minutos (10 repeticdes) com frequéncia de 3 vezes/semanais) aumentou em 2
vezes a expressao de TLR-4 em mondcitos totais CD14, em 2,6 vezes em
mondcitos CD14""/CD16" (classico) e 1,5 em mondcitos totais CD147/CD16™"
(ndo classico) em homens sedentarios evidenciando o papel regulatério do

exercicio fisico sobre a expressdo de receptores mesmo frente uma curta
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exposicao.

Neste contexto € importante destacar que, dependendo do ligante e/ou
agente estimulante, a atividade do TLR-4 pode induzir respostas diferentes, o
gue influenciara no tipo, magnitude e duracéo da resposta inflamatoéria. A via de
sinalizacdo mediada por TLR-4 e MyD88 é caracterizada por ativar a producao
e a liberacao de citocinas pré-inflamatorias, entretanto se a transducéo do sinal
for mediada por TRAM, TRIF e posteriormente se associar ao TRAF3, essa via
resultara na producdo de IFN-B (que esta envolvido na ativagao da resposta
imune inata) e na producdo da citocina anti-inflamatoria (Brown et al., 2011).
Sendo assim, uma maior expressao de TLR-4 pode estar associada com uma

melhor resposta inflamatdria frente diferente agente estressores

e, consequentemente, atuar de forma protetora ao metabolismo.
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9. CONCLUSAO

De acordo com as respostas periféricas podemos concluir que a
producdo de citocinas, principalmente de citocinas de carater anti-inflamatério
como a IL-10, esta diretamente associada com o dominio de intensidade com
maiores concentracdes em exercicios de alta intensidade evidenciando
importante papel anti-inflamatério do exercicio fisico. No entanto, esta resposta
€ dependente da aptiddo fisica. Os efeitos anti-inflamatérios vinculados a
pratica regular de exercicio fisico e, consequentemente, ao nivel de
condicionamento fisico podem ser explicados pela maior expressao de
proteinas e receptores celulares, tais como AMPK, TLR-4 e PGC-1a, em
individuos de alto condicionamento fisico, exibindo arcaboucgo celular
extremamente eficiente para respostas rapidas e bem sucedidas.

Sendo assim, conclui-se que o exercicio fisico realizados em alta
intensidade impde importantes alteracbes metabdlicas que favorecem a
instalacdo do quadro anti-inflamatério, entretanto tais adaptacfes periféricas
sdo dependentes do nivel de condicionamento fisico, dado que individuos de
maior aptiddo cardiorrespiratéria apresentam maior expressao de proteinas e
receptores celulares que modulam positivamente a ativacdo do PPAR-y e
inibbem a via inflamatéria do NF-kB. Desta forma, individuos de alto
condicionamento fisico apresentam adaptacdes benéficas nos mecanismos
celulares e moleculares, mediado pela pratica cronica e regular de exercicio
fisico, que refletem significativamente nas respostas metabdlicas e

inflamatérias periféricas frente sessdes de exercicio fisico.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Envolvimento do NF-KB e PPAR-gamma na resposta inflamatéria e metabodlica em
mondcitos de individuos sedentarios, fisicamente ativos e treinados

Pesquisador: FABIO SANTOS LIRA

Area Tematica:

Versao:

CAAE: 31168714.6.0000.5402

Instituicdo Proponente: UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA JULIO DE MESQUITA FILHO
Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 710.650
Data da Relatoria: 06/06/2014

Apresentacédo do Projeto:

Trata-se de um projeto de doutorado que tem por objetivo analisar a participacdo dos fatores de transcrigcdo
génica PPAR-gamma e NF-KB, como possiveis reguladores chaves na interacdo imuno-metabdlica em
individuos com diferentes niveis de condicionamento fisico: sedentérios, fisicamente ativos e treinados.
O pesquisador hipotetiza a participacdo de fatores de transcricdo génica estdo diretamente envolvidas com

com o estado de treinamento.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Analisar a participacdo dos fatores de transcricdo génica PPAR-gamma e NF-KB, como possiveis
reguladores chaves na interacdo imunometabdlica

em individuos com diferentes niveis de condicionamento fisico: sedentarios, fisicamente ativos e treinados.
Objetivo Secundario:

Em cada etapa detalhamos os experimentos necessarios para o alcance dos objetivos propostos. 1) Avaliar
0 comportamento de parametros

metabdlicos e inflamatérios em repouso, durante e apés protocolo de exercicio aerdbio nos trés
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dominios de intensidade (moderado, pesado e

severo). a) Avaliar o perfil metabdlico e inflamatério. Para responder a este objetivo serdo realizadas as
seguintes dosagens: triacilglicerol, acidos

graxos livres, glicerol, colesterol total, lipoproteina de baixa densidade (LDL), lipoproteina de alta densidade
(HDL), glicose, insulina, cortisol,

catecolaminas, inibidor do ativador do plasminogénio 1 (PAI-1), adiponectina, interleucina 10 (IL-10),
interleucina 6 (IL-6), fator de necrose tumoral

alfa (TNF-); b) Avaliar a capacidade de producéo de citocinas em mondcitos dos diferentes grupos mediante
os diferentes dominios de intensidade

(moderado, pesado e severo). Para responder a este objetivo sera necessario cultivar mondcitos por 24
horas na presenca e auséncia de LPS, e em

combinagc@o com agonistas ou inibidores do PPAR-. Para avaliar a producéo de citocinas pro-inflamatérias
(IL-6, TNF-) e anti-inflamatdria (IL-10) no

meio de incubacéo por ELISA. c) Avaliar a via de sinalizacdo do NF-B em mondcitos. Para responder a este
objetivo iremos avaliar a expressao

génica e proteica por PCR tempo real e Western blotting do NF-Bp50 e NF-Bp65, respectivamente, e
componentes downstream de sua cascata de

sinalizagdo, IKK e Ik-B nos mondcitos isolados. d) Avaliar a via de sinalizacdo do PPAR- em mondcitos.
Para responder a este objetivo iremos

avaliar a expressao génica e proteica por PCR tempo real e Western blotting do PPAR-, respectivamente, e
componentes downstream de sua

cascata de sinalizagdo, PGC-1 e RXR, nos mondcitos isolados. e€) Avaliar a expressdo génica e proteica de
ABCA-1, CETP e L-CAT em mondécitos

com intuito de elucidar os efeitos sobre proteinas envolvidas no transporte reverso do colesterol.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

O pesquisador afirma que os riscos da pesquisa sao considerados minimos e que todos os procedimentos
serdo realizados por equipe qualificada. Afirma ainda que é possivel que exercicio proposto cause dores ou
desconfortos, porém esses sao classificados como de baixa magnitude e curta duracao.

Com relagdo ao beneficio, o pesquisador reitera as vantagens de realizar o exercicio fisico. Cabe destacar
nesse item que o pesquisador deveria se atentar quanto ao beneficio que esse projeto pode trazer a
comunidade cientifica, destacando isso para o participante.

Endereco: Rua Roberto Simonsen, 305

Bairro: Centro Educacional CEP: 19.060-900
UF: SP Municipio: PRESIDENTE PRUDENTE
Telefone: (18)3229-5315 Fax: (18)3229-5353 E-mail: cep@fct.unesp.br

Pagina 2 de 03



FACULDADE DE CIENCIAS E
TECNOLOGIA - UNESP/ QW“P
CAMPUS DE PRESIDENTE asi

Continuacao do Parecer: 710.650

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O projeto apresenta-se bem sustentado e néo fere os critérios éticos da Resolucéo 466/12. O mesmo néo
apresenta riscos capazes gerar transtornos de qualquer natureza ao participante.

Ainda nesse mesmo sentindo, cabe destacar o cuidado do pesquisador frente ao participante, quando o
mesmo utiliza-se do cuidado médico durante as avaliagdes.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:
Segue a avaliacdo dos termos de apresentacdo obrigatéria:
TCLE: presente e correto;

Autorizacao do local: presente e correto;

Termo de compromisso: presente e correto;

Folha de rosto: presente e correto.

Recomendacgdes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Considerando os comentdrios realizados anteriormente, considerado o projeto como APROVADO.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

N&o

Consideracdes Finais a critério do CEP:
Aprovado ad referendum do CEP.

PRESIDENTE PRUDENTE, 07 de Julho de 2014

Assinado por:
Edna Maria do Carmo

(Coordenador)
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Campus de Presidente Prudente

Presidente Prudente, 04 de julho de 2014.

lImo.(a) Sr.(a)
Fabio Santos Lira

Ref. Projeto intitulado: “Envolvimento do NF-KB e PPAR-gamma na resposta inflamatéria
e metabdlica em mondcitos de individuos sedentarios, fisicamente ativos e treinados”.

CAAE: 31168714.6.0000.5402

Recebemos os documentos referentes ao projeto acima, os quais foram analisados
e estéo de acordo com as solicitagdes.

Decorrente do exposto, o projeto foi APROVADO, ad-referendum do Comité de
Etica em Pesquisa.

Lembramos que os Termos de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),
assinados, deverdo permanecer em poder do pesquisador responsdvel pelo periodo
minimo de 5 anos apds o encerramento do estudo, para eventual fiscalizacdo da CONEP.

Informamos que eventuais emendas (proposta de modificacdo no projeto inicial) e
extensOes (proposta de prorrogagdo ou continuidade da pesquisa) devem ser
apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser
modificado e suas justificativas. Entretanto, se houver modificagdes importantes de

objetivos e métodos deve ser apresentado outro protocolo de pesquisa.

Atenciosamente,

) f (SYUAGES A e
Y‘/ Profa. ~f= faria_d rmo
COORDENADORA DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Faculdade de Ciéncias e Tecnologia

Comité de Etica em Pesquisa

Rua Roberto Simonsen, 305 - CEP 19060-900 - Presidente Prudente - SP

Tel (18) 3229-5315 - fax (018) 3229-5488 ou (018) 3229-5303 - cep @fct.unesp.br



TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa: “Envolvimento do NF-kB e PPAR-y na resposta inflamatoria e

metabdlica em mondcitos de individuos sedentdrios, fisicamente ativos e treinados”.

Nome do (a) Pesquisador (a): Fabio Santos Lira

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

1. Natureza da pesquisa: o sra (sr.) esta sendo convidada (0) a participar desta pesquisa
que tem como finalidade analisar a participacdo dos fatores de transcricdo génica
PPAR-y ¢ NF-kB, como possiveis reguladores chaves na interagdo imuno-metaboélica
em individuos com diferentes niveis de condicionamento fisico: sedentarios,
fisicamente ativos e treinados.

2. Participantes da pesquisa: 30 individuos adultos do sexo masculino, que serdo
distribuidos em grupos de 10 individuos, de acordo com o nivel de atividade fisica:
sedentarios, fisicamente ativos, e treinados.

3. Envolvimento na pesquisa: ao participar deste estudo a Sr permitird que o (a)
pesquisador (a) realize inicialmente um teste ergoespirométrico para determinar o
consumo pico de oxigénio em cicloergdmetro (bicicleta ergométrica) e a Maxima Fase
Estdvel do Lactato, assim como trés sessdes de exercicio aerobio até a exaustdo
voluntaria ou completar 1 hora em uma intensidade correspondente a 90% da Maxima
Fase Estavel do Lactato. Havera coleta de amostras sanguineas no momento basal
(antes da sessdo), durante o teste e a recuperacdo apés o esforco (imediatamente apds o
esforgo, ap6s 30 e 60 minutos).

4. Riscos e desconforto: a participagdo nesta pesquisa néo infringe as normas legais e
éticas (podendo eventualmente causar dores ou desconfortos causados pelo exercicio
fisico). Os procedimentos adotados nesta pesquisa obedecem aos Critérios da Etica em
Pesquisa com Seres Humanos conforme Resolucdo no. 466/2012 do Conselho
Nacional de Saude. Nenhum dos procedimentos usados oferece riscos a sua dignidade.

5. Confidencialidade: todas as informacOes coletadas neste estudo sdo 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.

Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa: Profa. Dra. Edna Maria do Carmo
Vice-Coordenadora: Profa. Dra. Renata Maria Coimbra Libério
Telefone do Comité: 3229-5315 ou 3229-5526
E-mail cep@fct.unesp.br



6. Beneficios: ao participar desta pesquisa 0 Sr. ndo tera nenhum beneficio direto.
Entretanto, o pesquisador se compromete a divulgar os resultados obtidos para o
participante, respeitando-se o sigilo das informacdes coletadas, conforme previsto no
item anterior.

7. Pagamento: o Sr ndo terd 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 podera pedir mais informacdes sobre a pesquisa por meio do telefone do (a)
pesquisador (a) do projeto e, se necessario por meio do telefone do Comité de Etica em
Pesquisa.

ApoOs estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre para
participar desta pesquisa. Portanto preencha, por favor, os itens que se seguem: Confiro
que recebi cOpia deste termo de consentimento, e autorizo a execucdo do trabalho de
pesquisa e a divulgacéo dos dados obtidos neste estudo.

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

Consentimento Livre e Esclarecido
Tendo em vista 0s itens acima apresentados, eu, de forma livre e esclarecida, manifesto meu

consentimento em participar da pesquisa

Nome do Participante da Pesquisa

Assinatura do Participante da Pesquisa

Assinatura do Pesquisador

Assinatura do Orientador

Pesquisador: Fabio Santos Lira, contato: (18) 3229-5826

Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa: Profa. Dra. Edna Maria do Carmo
Vice-Coordenadora: Profa. Dra. Renata Maria Coimbra Libério
Telefone do Comité: 3229-5315 ou 3229-5526
E-mail cep@fct.unesp.br



QUESTIONARIO INTERNACIONAL DE ATIVIDADE FISICA -
VERSAO CURTA

Nome:
Data: / / Idade : Sexo: F()M ()

Ndés estamos interessados em saber que tipos de atividade fisica as pessoas
fazem como parte do seu dia a dia. As perguntas estao relacionadas ao tempo
que vocé gasta fazendo atividade fisica na ULTIMA semana. As perguntas
incluem as atividades que vocé faz no trabalho, para ir de um lugar a outro, por
lazer, por esporte, por exercicio ou como parte das suas atividades em casa ou
no jardim. Suas respostas sao MUITO importantes. Por favor, responda cada
gquestdo mesmo que considere que nao seja ativo. Obrigado pela sua
participacao!

Para responder as questdes lembre que:
» atividades fisicas VIGOROSAS sédo aquelas que precisam de um
grande esforco fisico e que fazem respirar MUITO mais forte que
0 normal

> atividades fisicas MODERADAS sé&o aquelas que precisam de
algum esforco fisico e que fazem respirar UM POUCO mais forte
que o normal

Para responder as perguntas pense somente nas atividades que vocé realiza
por pelo menos 10 minutos continuos de cada vez.

la Em quantos dias da ultima semana vocé CAMINHOU por pelo menos 10
minutos continuos em casa ou no trabalho, como forma de transporte para ir de
um lugar para outro, por lazer, por prazer ou como forma de exercicio?

dias por SEMANA () Nenhum

1b Nos dias em que vocé caminhou por pelo menos 10 minutos continuos

guanto tempo no total vocé gastou caminhando por dia?

horas: Minutos:



2a. Em quantos dias da ultima semana, vocé realizou atividades MODERADAS
por pelo menos 10 minutos continuos, como por exemplo, pedalar leve na
bicicleta, nadar, dancar, fazer ginastica aerobica leve, jogar volei recreativo,
carregar pesos leves, fazer servicos domeésticos na casa, no quintal ou no
jardim como varrer, aspirar, cuidar do jardim, ou qualquer atividade que fez
aumentar moderadamente sua respiracdo ou batimentos do coracdo (POR
FAVOR NAO INCLUA CAMINHADA)

dias por SEMANA () Nenhum

2b. Nos dias em que vocé fez essas atividades moderadas por pelo menos 10
minutos continuos, quanto tempo no total vocé gastou fazendo essas
atividades por dia?

horas: Minutos:

3a Em quantos dias da ultima semana, vocé realizou atividades VIGOROSAS
por pelo menos 10 minutos continuos, como por exemplo correr, fazer ginastica
aerbbica, jogar futebol, pedalar rapido na bicicleta, jogar basquete, fazer
servicos domésticos pesados em casa, no quintal ou cavoucar no jardim,
carregar pesos elevados ou qualquer atividade que fez aumentar MUITO sua
respiracdo ou batimentos do coracao.

dias por SEMANA () Nenhum

3b Nos dias em que vocé fez essas atividades vigorosas por pelo menos 10
minutos continuos quanto tempo no total vocé gastou fazendo essas atividades
por dia?

horas: Minutos:

Estas ultimas questdes sao sobre o0 tempo que vocé permanece sentado todo
dia, no trabalho, na escola ou faculdade, em casa e durante seu tempo livre.
Isto inclui o tempo sentado estudando, sentado enquanto descansa, fazendo
licdo de casa visitando um amigo, lendo, sentado ou deitado assistindo TV.
N&o inclua o tempo gasto sentando durante o transporte em Onibus, trem,
metrd ou carro.

4a. Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante um dia de semana?

horas minutos
4b. Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante em um dia de final de
semana?

horas minutos



NOME:
IDADE:

FORMULARIO DE REGISTRO ALIMENTAR

Anote: data, hora, descreva detalhadamente o alimento e a quantidade consumida (como no
exemplo abaixo).

Anotar logo apds o consumo. NAO ALTERAR SUA ROTINA ALIMENTAR, é muito importante que
todos os alimentos sejam anotados e sua quantidades conforme o consumo e a orientacao

Exemplo:
HORA ALIMENTO QUANTIDADE
7:00 Pao francés 1
Manteiga 1 colher de cha
Leite integral 1 copo tipo requeijao
Achocolatado 2 colheres de sopa
12:30 Arroz 4 colheres de sopa
Bife (com gordura) 1 unidade média
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