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RESUMO

O exercicio intervalado de alta intensidade (HIIE) € caracterizado por breves e repetidas
sessbes de exercicio intenso, intercaladas por periodos de repouso ou exercicio de baixa
intensidade. E uma modalidade de exercicio que tem ganhado muito destaque nos Gltimos
anos por ser uma modalidade de treinamento de baixo volume, embora pouco se saiba a
respeito dos seus efeitos na funcdo imune e no estado redox celular. Assim, este estudo
avaliou o efeito de uma sessdo de HIIE sobre o estado redox e a funcdo de linfocitos em
homens jovens sedentarios. Esse trabalho foi dividido em dois estudos. No estudo 1 avaliou-
se o efeito do HIIE sobre a proliferacdo e producéo de citocinas e o estado redox de células
mononucleares do sangue periférico (PBMC). No estudo 2 avaliou-se o efeito do HIIE sobre a
viabilidade e expressao de marcadores de ativacdo em linfocitos. As sessdes de HIIE foram
realizadas em bicicleta ergométrica, e consistiram em oito séries de 1 min a 90-100% de
poténcia pico, com 75 segundos de recuperacdo ativa, a 30W, entre as séries. O sangue
venoso foi colhido antes, imediatamente ap6s e 30 minutos apos a sessao de HIIE. Para
avaliacdo da proliferacdo celular, por citometria de fluxo, as PBMC foram coradas com
Carboxifluoresceina Succinimidil Ester (CFSE) (10 puM) e estimuladas com o superantigeno
SEB (100 ng/mL), durante 5 dias a 37° C, 5% de CO,. A produgdo de IL-2 e IFN-y em
resposta a estimulacdo por SEB durante 18 horas, foi avaliada por ELISA. O estado redox
celular foi avaliado pela mensuracdo da atividade das enzimas catalase (CAT) e superoxido
dismutase (SOD), a concentracao de substancias que reagem ao acido tiobarbitarico (TBARS)
e conteudo de glutationa reduzida (GSH). Para avaliacdo da viabilidade celular, por citometria
de fluxo, as células foram marcadas com anticorpos anti-Anexina V FITC e iodeto de
propideo. Para analise da ativacdo dos linfocitos, por citometria de fluxo, as PBMC foram

estimuladas com SEB por 18 horas, e em seguida marcadas com anticorpos fluorescentes



dirigidos contra CD4, CD8, CD19, CD25 e CD69. Os dados foram analisados utitlizando os
testes one-way ou two-way ANOVA, considerando p < 0,05. O HIIE promoveu redugdo na
proliferacdo de linfocitos (p = 0,01), aumento na concentragdo de IL-2 (p = 0,02), e
desequilibrio redox nas PBMC, marcado por aumento nas concentragdes de TBARS (p =
0,02) e diminuicdo na atividade da CAT (p = 0,04). O HIIE n&o alterou a viabilidade das
PBMC, mas a frequéncia de células CD4 e CD19, positivas para os marcadores CD25 e
CD69, foi menor apds o exercicio. Contudo, como foi observada redugdo na frequéncia de
células CD4" e CD19", a reducdo da frequéncia de expressdo de marcadores de ativacdo
refletiu a redugdo do numero de células, e ndo da resposta ao estimulo superantigénico.
Nossos resultados mostram portanto, que apesar do HIIE promover desequilibrio redox nas
PBMC a resposta dos linfocitos ao estimulo superantigénico ndo é alterada. A reducédo da
resposta proliferativa €, provavelmente, reflexo da alteracdo da distribuicdo das

subpopulacdes linfocitarias em decorréncia do HIIE.

Palavras-chave: sistema imunologico, exercicio intervalado de alta intensidade, desequilibrio

redox, funcdo imunoldgica, proliferacéo de linfocitos.



ABSTRACT

High-intensity interval exercise (HIIE) is characterized by brief and repeated intense exercise
sessions, interspersed with periods of rest or low intensity exercise. This exercise modality
has gained much attention in recent years, although little is known about its effects on
immune function and cellular redox state. This study evaluated the effect of HIIE on the redox
state and lymphocyte function in sedentary young males. This work was divided in two
studies. The firsty study evaluated the effect of HIIE on peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) proliferation, cytokine production and redox status. The second study evaluated the
effect of HIIE on lymphocyte viability and activation markers expression. HIIE was
performed on cycloergometer, and consisted of eight series of 1 min at 90-100% of peak
power, with 75 seconds of active recovery, at 30W, between sets. Venous blood was collected
before, immediately after and 30 minutes after HIIE. For cell proliferation evaluation by flow
cytometry, PBMC were stained with Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester (CFSE) (10
mM) and stimulated with the superantigen SEB (100 ng/ml) for 5 days at 37° C, 5% CO». IL-
2 and IFN-y secretion in response to SEB stimulation for 18 hours was assessed by ELISA.
The cellular redox status was assessed by measuring the activity of catalase (CAT) and
superoxide dismutase (SOD), the concentration of thiobarbituric acid reactive substances
(TBARS) and reduced glutathione content (GSH). To assess cellular viability, using flow
cytometry, cells were labeled with anti-Annexin V-FITC and propidium iodide. To analyze
lymphocyte activation, by flow cytometry, PBMC were stimulated with SEB for 18 hours,
and then stained with fluorescent antibodies directed against CD4, CDS8, CD19, CD25 and
CD69. One-way or two-way ANOVA was employed for statistical analyzis, with o < 0.05.
Lymphocyte proliferation was reduced (p = 0.01) after HIIE, despite increased IL-2

concentration (p = 0.02), and HIIE also induced PBMC redox imbalance characterized by



increased TBARS concentration (p = 0.02) and decreased CAT activity (p = 0.04). PBMC
viability was not affected by HIIE, but the frequency of CD4'CD25/CD69" and
CD19°CD25"/CD69" cells in response to SEB stimulation was lower after exercise. However,
as CD4" and CD19" frequencies were reduced, reduced activation markers expression was a
consequence of cell number reduction. Our results therefore show that, although HIIE induced
redox imbalance, lymphocyte response to superantigen stimulation was not affected. Reduced
lymphocyte proliferative response after HIIE is probably due to modifications in lymphocyte

subpopulations distribution.

Keywords: immune system, high-intensity interval exercise, redox imbalance, immune

function, lymphocyte proliferation.
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1.0 Introducéo

O sistema imunoldgico é composto por duas linhas de defesa principais, que atuam de
forma coordenada e integrada a fim de proteger o organismo contra infecgdes e tumores,
mantendo a integridade dos tecidos do hospedeiro. Estas duas linhas compreendem os
componentes da imunidade inata e da imunidade adaptativa (SHEPHARD et al, 1994;
MACKINNON, 1992). A resposta da imunidade adaptativa aumenta em magnitude e
capacidade de defesa a cada exposicao sucessiva a antigenos especificos. Esta compreende os
linfocitos T e B e seus produtos soliveis, as citocinas e as imunoglobulinas. Os linfocitos T
coordenam a resposta de muitos componentes de imunidade adaptativa e também mecanismos
efetores da imunidade inata, atraves da liberagdo de citocinas (BONILLA e OETTGEN,
2010).

O exercicio fisico proporciona um desafio para a homeostase de todo o corpo. O
sistema imune, como muitos outros sistemas fisiologicos, exibe perturbacdes substanciais em
resposta a uma unica sessao de exercicio (MACKINNON, 1997; PYNE e GLEESON, 1998).
Em contraste com a atividade fisica moderada, o exercicio prolongado ou de alta intensidade
provoca inumeras alteraces na imunidade que possivelmente refletem o estresse fisiologico.
Os atletas que realizam regularmente exercicios extenuantes podem ter um risco aumentado
de infeccdo do trato respiratdrio superior, durante periodos de treino e/ou competicdes, e até
algumas semanas apds os eventos competitivos (PETERS e BATEMAN, 1983; PETERS,
1990). Neste contexto, tem sido proposto que alteracGes da funcdo imune poderiam, pelo
menos em parte, estar relacionadas a maior susceptibilidade a infec¢bes apds exercicios
extenuantes, caracterizando uma imunossupressao temporaria (KOHUT et al, 2001).

E sabido que exercicios de alta intensidade induzem uma maior geracio de espécies
reativas de oxigénio (EROs), o que pode resultar em estresse oxidativo (JI, 1999), uma

condicdo decorrente do desequilibrio entre a geracdo de EROs e a capacidade antioxidante



celular (CODONER-FRANCH et al, 2011). As células do sistema imune parecem
particularmente sensiveis a variacbes do estado redox. Individuos idosos, com reduzida
atividade de enzimas antioxidantes e niveis aumentados de danos oxidativos em linfocitos,
apresentam, por exemplo, diminuicdo da resposta proliferativa de linfocitos a mitdégenos, e da
secrecdo de citocinas (DE LA FUENTE, HERNANZ e VALLEJO, 2005). Assim, embora se
saiba que o exercicio de alta intensidade € marcado por uma imunossupressao temporaria e,
concomitantemente, por um quadro de estresse oxidativo, 0 que pode comprometer a
viabilidade e fungdo de linfocitos, até o momento nenhum estudo investigou estes dois
parametros simultaneamente em resposta ao exercicio.

Nos ultimos anos o exercicio intervalado de alta intensidade (HIIE, do inglés high
intensity interval exercise) tem ganhado destaque como modalidade de treinamento para ndo
atletas. Além de promover adaptacdes semelhantes aquelas observadas pelo exercicio
aerobico convencional (no qual o individuo se exercita a 55%-65% do VO,max, por um
intervalo médio de tempo de 60 a 120 minutos), como a biogénese de mitocondrias e a
inducdo da atividade de enzimas oxidativas (GIBALA et al, 2006; GIBALA et al, 2008 e
LITTLE et al, 2010), no treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT, do inglés high
intensity interval training) as adaptacfes ao treinamento ocorrem em resposta a um volume
menor de treino. Em uma sessdo de HIIE o individuo realiza diversas séries de um
determinado exercicio, a uma intensidade maior (usualmente a 90% do VO,max) por um
curto periodo de tempo, separadas por poucos minutos de repouso ou por exercicio de baixa
intensidade durante o periodo de recuperacéo.

A importancia da atividade fisica para melhorar a salude é clara e bem descrita na
literatura. Contudo, apesar de evidéncias cientificas mostrarem que a pratica de atividade
fisica tem efeito na prevencdo de doengas crénicas, a maior parte da populagdo ndo consegue

atender as diretrizes minimas de atividade fisica necessarias a promog¢do de saude que



corresponde a 30 a 60 minutos de exercicio de moderada intensidade 5 vezes por semana
(KORKIAKANGAS et al, 2009). A principal razdo para a préatica ndo regular de atividade
fisica é a falta de tempo (GIBALA et al, 2012).

O HIIE tem mostrado ser uma alternativa para o problema da reduzida disponibilidade
de tempo para a prética regular de atividade fisica. Porém, o HIIE, por ser um exercicio de
alta intensidade, pode levar ao desequilibrio redox e consequente alteracdo da funcdo celular
no sistema imune. Dessa forma, este trabalho avaliou o efeito de uma sesséo aguda de HIIE
na funcdo e desequilibrio redox em células mononucleares do sangue periférico em homens

jovens ndo treinados.



2.0 Revisao de literatura

2.1 O sistema imunoldgico e a resposta imune

O sistema imunoldgico é composto por duas linhas de defesa, que atuam de forma
coordenada e integrada, a fim de proteger o organismo contra infecgdes e tumores, mantendo
a integridade dos tecidos do hospedeiro. Estas duas linhas compreendem os componentes da
imunidade inata e da imunidade adaptativa (SHEPHARD et al, 1994; MACKINNON, 1992).

A imunidade inata consiste na defesa inicial contra micro-organismos e moléculas
expressas pelas células lesionadas do hospedeiro. Para isso, utiliza mecanismos de defesa
celulares e bioquimicos, que estdo presentes antes de qualquer infeccdo e prontos para
responder rapidamente. O seu repertorio de receptores para detectar patdgenos invasores é
pequeno, porém esse numero limitado visa componentes microbianos que sd&o comuns em
grandes grupos de patogenos. Além disso, a imunidade inata desempenha um papel central na
ativacdo da resposta imune adaptativa, o que é crucial para o controle das infeccdes.
Participam da imunidade inata as células dendriticas, macréfagos, neutrofilos, eosinofilos,
basofilos, mastocitos e células natural killer (NK) (revisado por TURVEY e BROIDE, 2010).

A imunidade adaptativa possui uma grande especificidade para moléculas distintas e
sua resposta aumenta em magnitude e capacidade de defesa a cada exposicdo sucessiva a
antigenos especificos. Os principais componentes da imunidade adaptativa sdo os linfocitos T
e B, e seus produtos secretados: anticorpos e citocinas (revisado por BONILLA e OETTGEN,
2010).

Os linfécitos B reconhecem antigenos e produzem anticorpos, enquanto os linfocitos T
reconhecem os antigenos e ajudam os fagocitos a destrui-los ou matam diretamente as células
infectadas. Os linfécitos T reconhecem antigenos ligados as proteinas do hospedeiro
denominadas moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (do inglés, major

histocompatibility complex, MHC) que sdo expressas na superficie das células nucleadas. Os



linfocitos T sdo divididos funcionalmente em células T auxiliares (helper — T CD4") e
citotoxicos (CTL — T CD8") (revisado por BONILLA e OETTGEN, 2010). Os linfocitos T
CD4" respondem a estimulacéo antigénica produzindo proteinas, denominadas citocinas, que
estimulam a proliferacdo e a diferenciagdo das préprias células T e ativam outras células,
inclusive células B e macrofagos. Ja os linfocitos T CD8" destroem as células que exibem
antigenos estranhos, em um mecanismo dependente de contato (ABBAS, LICHTMAN e
PILLAI, 2011).

A interleucina-2 (IL-2), o interferon-gama (IFN-y) e a interleucina-4 (IL-4) sdo
citocinas produzidas principalmente por linfécitos T, celulas NK e mastécitos, que
desempenham um papel importante tanto na imunidade inata como na adaptativa (ROCHA et
al, 1989; DE MAEYER e DE MAEYER-GUINARD, 1998). Os linfocitos T auxiliares sao
classificados de acordo com o padrdo de citocinas que secretam, resultando em uma resposta
mediada por célula (Thl) associada a secrecdo de IL-2, IL-12 e IFN-y, sendo importantes
contra patogenos intracelulares, ou uma resposta imune humoral (Th2), associada a secrecao
de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, sendo efetiva na protecdo contra helmintos, principalmente
(ANNUNZIATO e ROMAGNANI, 2009).

A ativacdo de células T virgens em resposta a um antigeno, assim como sua
subsequente proliferacdo e diferenciacdo, constitui uma resposta imune primaria mediada por
células (MOSMANN et al, 1997; TSENG e DUSTIN et al, 2002). A ativacdo da célula T por
antigeno pode resultar em varias respostas funcionais, incluindo ativacao, anergia e apoptose.
O sinal primario para a ativacdo do linfécito T € a ligacdo e reconhecimento, pelo complexo
do receptor de célula T (do inglés T cell receptor, TCR) associada a molécula de superficie
CD3 (complexo TCR/CD3), do peptideo antigénico ligado a molécula de MHC, presente na
superficie das células apresentadoras de antigeno (do inglés, antigen presenting cell, APC).

Entretanto, apenas o reconhecimento do antigeno pela célula T ndo é suficiente para uma



ativacdo adequada, e pode levar a célula T ao estado de anergia (SCHWARTZ et al, 1989;
SCHWARTZ, 1990). Para a completa ativacdo do linfocito T e sua proliferacdo, sinais
adicionais fornecidos pelas células apresentadoras de antigeno, e moléculas co-estimulatorias
presentes nestas, sdo necessarios (HARDING et al, 1992; SCHWARTZ, 1992).

A interacdo de B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86), presentes na superficie das células
apresentadoras de antigeno, com as moléculas CD28 e CTLA-4, fornecem 0s sinais co-
estimulatérios para a adequada ativacdo das células T, e outras interagdes, incluindo as
interacBes entre moléculas de adesdo, como os pares ICAM-1/LFA-1 e LFA-3/CD2, também
estdo envolvidas na adequada ativacdo das células T (BIERER et al, 1988; KOYASU et al,
1990; VAN SEVENTER et al, 1990).

Apos a ativacdo das células T o CD69 é uma das primeiras glicoproteinas de superficie
celular expressa (TESTI et al, 1989). A expressdo de CD69 € induzida por interacdo do
complexo TCR/CD3, e, depois de expressa, acredita-se estar envolvida na transmissdo de
sinais co-estimuladores que conduzem a proliferacdo celular, a secrecdo de citocinas e
citotoxicidade (MORETTA et al, 1991), embora estudos recentes questionem o papel
proposto para 0 CD69 (ALARI-PAHISSA et al, 2012). A expressdo desta glicoproteina tem
sido utilizada como indicador/marcador precoce de ativacdo, ja que linfocitos T e B do sangue
periférico, ndo estimulados, normalmente ndo expressam CDG69, e apenas um pequeno
namero de células circulantes expressam baixos niveis deste marcador (BORREGO et al,
1999).

O encontro inicial com o antigeno especifico, na presenca do sinal co-estimulatério
adequado, desencadeia a entrada da célula T na fase G1 do ciclo celular e, a0 mesmo tempo,
induz a sintese de IL-2, juntamente com a cadeia alfa de seu receptor (CD25). A expressdo de
CD25 permite a constituicdo do receptor de alta afinidade de IL-2 (IL2Rafy) ¢ a expansdo

clonal de células T ativadas dependera da expressao deste receptor (BARTEN et al, 2001).



A IL-2 é uma importante citocina produzida pelas células T logo ap6s a sua ativagéo,
principalmente pelos linfocitos T CD4", e é conhecida como fator de crescimento de células
T. E produzida geralmente de 2 a 3 horas apds o reconhecimento do antigeno e age nas
mesmas células que a produzem ou nas células adjacentes (GANGULY et al, 2001).

As células ativadas se dividem de duas a trés vezes por dia, por varios dias,
proporcionando uma quantidade significativa de células filhas, que sdo essenciais para
erradicacdo da infeccdo, sendo assim a proliferacdo ou de células T uma etapa crucial do
estabelecimento da resposta imune adaptativa (GAFFEN, 2001; ZHOU et al, 2002). A
proliferacdo dos linfécitos, em resposta ao reconhecimento do antigeno, € um evento inicial
que reflete o grau de ativacdo das populagdes linfocitarias, sendo um importante episodio
junto a complexa rede de estimulos imune-mediados (BOYMAN et al, 2007). O resultado
dessa proliferacdo é a expanséo clonal, que cria um pool de linfocitos virgens especificos para
0 antigeno. Apos a exposicdo ao antigeno, a frequéncia das células aumentam T aumentam:
células CD8" podem aumentar sua frequéncia cerca de 3 a 10 vezes, enquanto as CD4" de 100
a 1.000 vezes (ABBAS, LICHTMAN e PILLAI, 2011).

Ao final da fase proliferativa, apds 4 a 5 dias, as células T ativadas se diferenciam em
células T efetoras, que podem sintetizar todas as moléculas necessarias para suas funcdes
especificas. Apos a diferenciacdo, as células T sofrem algumas modificacdes, uma delas é a
capacidade de responder ao antigeno especifico sem a necessidade de co-estimulacéo,
aumentando assim a velocidade de resposta (GUDMUNDSDOTTIR, WELLS e TURKA,
1999).

Para estudo in-vitro da funcdo dos linfocitos, é necessario um estimulo que mimetize o
papel do antigeno e estimule as células a passarem pelas etapas cruciais, relatadas acima. Os
superantigenos sdao um grupo heterogéneo de toxinas bacterianas, proteinas virais e antigenos

préprios enddgenos, que tém em comum a capacidade de induzir uma forte ativacdo de



linfécitos T (SCHLIEVERT, 1993). Os superantigenos produzidos por varias cepas de
Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes sdo 0s mais estudados. Os superantigenos
diferem em vaérios aspectos dos antigenos peptidicos convencionais. Os superantigenos se
ligam a regides invariantes da molécula de MHC de classe Il, fora da fenda de ligacdo do
antigeno (FLEISCHER et al, 1989; DELLABONNA et al, 1990; LANDO et al, 1993) e séo
apresentados aos linfécitos T como proteinas intactas ndo processadas. Os linfécitos T
interagem com o0s superantigenos pelo dominio VB do TCR, independente da sua
especificidade antigénica (KAPLER et al, 1989; WHITE et al, 1989; PULLEN et al, 1990). O
SEB é um superantigeno produzido por S. aureus e se liga a linfocitos T que expressam as
cadeias VB 1.1, 3.2, 6.4 e 15.1. Isto resulta na estimulacdo de uma grande fracdo da populacéo
de células T, 5 a 30%, comparado com apenas uma em 10° ou 10° células T durante a ativacéo
por antigenos convencionais (FULLER, 1998; HERMANN et al, 1992).

Como ocorre para 0s antigenos convencionais, a ativacdo de células T por SEB
depende nao sé de sua ligacao a cadeia VP do TCR, mas também da interacdo de moléculas
co-estimulatérias e seus ligantes e da interacdo entre moléculas de adesdao (PARRA et al,
1997; GJORLOFF et al, 1992; FISCHER et al, 1992). Portanto, como 0 SEB mimetiza a acéo
de antigenos convencionais, porém estimulando uma maior quantidade de células, € possivel
avaliar, por meio da estimulacdo com os superantigenos, a funcdo que os linfocitos

desempenham nas etapas iniciais de estabelecimento da resposta imune adaptativa.

2.2 A funcdo imune e o exercicio fisico

O exercicio fisico proporciona um desafio para a homeostase de todo o corpo. O
sistema imune, como muitos outros sistemas fisioldgicos, exibe perturbacfes substanciais em
resposta a uma Unica sessdo de exercicio como também ao treinamento fisico

(MACKINNON, 1997; PYNE e GLEESON, 1998).



Tem sido sugerido que a relagdo entre exercicio e a imunidade segue uma curva em J,
onde o exercicio fisico moderado ou regular melhora a capacidade de resistir a infeccdes
(NIEMAN et al, 1993; NIEMAN et al, 1998; NIEMAN et al 2004) e o exercicio de alta
intensidade reduz a imunidade (NIEMAN et al, 1990; NIEMAN et al, 1994) (figura 1).

Em uma meta-analise recente, onde foram avaliados estudos relatando o efeito do
exercicio, atividade fisica, esporte e treinamento sobre a susceptibilidade a infec¢des do trato
respiratério superior, esta relagdo em J foi demonstrada. Os 30 estudos avaliados incluiram
8.595 atletas, sendo 5.471 corredores, 2.803 nadadores e 1.798 néo-atletas, e demonstraram
que existe, de fato, uma relacdo inversa entre as cargas de exercicio e a funcdo do sistema
imunologico (MOREIRA et al, 2009). A pratica de atividade fisica moderada pode aumentar
a funcdo imunologica acima dos niveis sedentarios, enquanto que quantidades excessivas ou
prolongadas prejudicam, temporariamente, a competéncia imunologica (MOREIRA et al,
2009). Durante este periodo, de reduzida competéncia imunolégica, conhecido como periodo
de “janela imunoldgica”, o organismo estaria mais susceptivel a patégenos, o que explicaria a
associacdo entre as alteracdes fisiologicas provocadas no sistema imune apos sessdes de
exercicio longa duracdo e a aumentada susceptibilidade a infeccdo do trato respiratorio
superior (ITRS) (NIEMAN e PEDERSEN, 1999; PEDERSEN et al, 1994).

Desde a proposicdo desta teoria, diversos estudos tém demonstrado alteracGes no
namero, bem como na funcionalidade dos leucécitos circulantes (NIEMAN, 1997;
MACKINNON, 2000; PEDERSEN e HOFFMAN-GOETZ, 2000); assim como nas
concentracBes séricas das citocinas pré-inflamatorias, apds exercicios continuos de alta
intensidade ou de longa duracdo (PEDERSEN e HOFFMAN-GOETZ, 2000; PEDERSEN e

FISCHER, 2007).
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Risco de ITRSs

ACIMA DA
MEDIA

MEDIA

ABAIXO DA
MEDIA

SEDENTARIO MODERADO ALTO

FIGURA 1. Modelo da curva em “J”. Relacdo entre carga de exercicio e risco de infeccdes

no trato respiratdrio superior (adaptado NIEMAN, 1994).

Vaérios estudos com modelos animais e humanos demonstraram aumentos agudos na
contagem leucocitaria durante e apds exercicios em intensidades submaximas
(aproximadamente 60% VO,max) até maximas, caracterizando os quadros denominados
leucocitose, linfocitose, neutrocitose e monocitose, definidos como o aumento da contagem
absoluta dos leucdcitos, linfocitos, neutrofilos e mondcitos circulantes (NIEMAN e
PEDERSEN, 1999; PEDERSEN e HOFFMAN-GOETZ, 2000; PRESTES et al, 2006;
FERREIRA et al, 2007; PRESTES et al, 2007; PRESTES et al, 2008). Particularmente em
relacdo aos linfécitos, em geral, protocolos de exercicio aerébico agudo provocam alteracao
na contagem e distribuicdo das subpopulacdes linfocitarias no sangue. No inicio, hd uma
rapida mobilizacdo de linfocitos para o sangue, resultando em uma contagem elevada
(linfocitose) (PEDERSEN e TOFT, 2000). Em particular as células NK e T CD8" parecem

aumentar mais, quando comparados com células T CD4" e células B (PEDERSEN e TOFT,
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2000). Durante as fases iniciais de recuperacdo, normalmente 30 minutos a 2 horas apos a
cessacdo do exercicio aerobico de diferentes duracGes, a contagem de linfocitos no sangue cai
abaixo dos valores de repouso e retorna naturalmente aos valores normais dentro de 6 a 24 h
(PEDERSEN e TOFT, 2000).

Estas alteracbes podem ser atribuidas a eliminacdo através de morte celular
programada (apoptose), a0 movimento de células a partir da circulagcdo (migracdo), ou uma
combinagdo de ambos (NAVALTA, SEDLOCK e PARK, 2007). Isso provavelmente ocorre
porque os linfécitos ficam expostos a um meio de sinais pro-apoptéticos que incluem o
aumento da concentragdo de glicorticdides, catecolaminas, citocinas inflamatérias e de
espécies reativas de oxigénio (PEDERSEN e TOFT, 2000).

Em relacdo ao efeito do exercicio sobre a funcdo de linfocitos, Macneil et al (1991)
avaliaram o efeito da intensidade e duracdo do exercicio na proliferacdo de linfocitos. No
estudo foram utilizados diferentes protocolos de exercicio em cicloergdmetro (30 minutos a
65% VO,max, 60 minutos a 30% VO,max, 60 minutos a 75% VO,max e 120 minutos a 65%
VO,max), em trés grupos de homens com niveis de condicionamento fisico diferentes (baixo,
moderado e alto, VO,max 44,9 + 1,5; 55,2 + 1,6 e 63,3 + 1,8 mL.O,/kg/min, respectivamente)
e grupo controle, que foi composto por um grupo misto (VO,max = 52,4 + 2,3 mLO,/kg/min).
A proliferacdo de linfécitos foi avaliada por meio da incorporacdo de timidina radiomarcada
em resposta ao estimulo do mitégeno concanavalina A (ConA), uma lectina. Os resultados
mostraram diminuicdo na proliferacdo de linfocitos 2 horas ap6s o exercicio em todos 0s
grupos, 0 que retornou aos valores pré-exercicio em 24 horas. Estes dados sugerem que uma
sessdo Unica de exercicio continuo, prolongado, reduz temporariamente a funcdo dos
linfocitos em homens, e que esse efeito ocorre independentemente do nivel de aptidéo fisica.

Nieman et al (1994) também avaliaram o efeito de duas sessdes de exercicio continuo,

um de intensidade moderada (45min, 50% do VO,max) e outro de alta intensidade (45 min,
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80% VO,max), na resposta proliferativa de linfocitos de individuos jovens e bem
condicionados (VO;max de 66,0 £ 1.9 mLO,/kg/min) estimulados, in vitro, por ConA. A
resposta proliferativa dos linfocitos ao estimulo por ConA foi menor 1 e 2 h apds o exercicio
de alta intensidade, comparada com a situacdo pré-exercicio.

De maneira similar, Vider et al (2001) observaram diminuicdo da resposta
proliferativa de linfocitos ao estimulo por ConA e fitohematoglutinina (PHA) em individuos
jovens (22,21 + 5,58 anos), saudaveis e treinados (VO,max = 69,79 + 8,22 mLO,/kg/min), que
realizaram exercicio em esteira até a exaustdo. Porém as células que foram estimuladas com
PHA retornaram aos valores basais de proliferacdo 30 minutos ap0s o exercicio, ja as
estimuladas com ConA mantiveram a proliferagdo diminuida apos esse tempo. Tambem
Green, Rowbottom e Mackinnon (2003) relataram reducdo na resposta proliferativa de
linfocitos ao estimulo por PHA em individuos jovens (32 + 8 anos) e treinados (VO,max = 68
+ 4 mLOy/kg/min), apds 60 minutos de corrida em esteira, a 95% do VO,max. Porém, foi
observado reducio significativa no percentual das células T CD3", e quando avaliou-se a
proliferacdo celular somente nessa subpopulacdo ndo houve efeito do exercicio na resposta
proliferativa de linfcitos, indicando que a diminuicdo da proliferacdo foi decorrente da
reducdo dos linfécitos T em circulacdo apos o exercicio.

Outra maneira de avaliar a funcdo dos linfocitos em resposta ao exercicio € mensurar a
expressdo de marcadores de ativacdo, como por exemplo o CD69 e o CD25, visto que esse
evento precede a proliferacdo celular (BARTEN et al, 2001). Uma série de estudos que
avaliaram o efeito do exercicio agudo continuo, de longa duragdo, na ativacdo de linfécitos
em resposta a estimulacdo com mitdgenos, determinaram a frequéncia de células T que
expressam o marcador de ativacdo precoce CD69 (RONSEN et al, 2001; VIDER et al, 2001,
GREEN, ROWBOTTOM e MACKINNON et al, 2003). Alguns autores sugerem que a

frequéncia de expressdo de CD69 nas células T estimuladas por mitdgeno ndo se altera apds
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uma sessdo de exercicio agudo intenso (70% VO,max) com duracdo de 1 h (RONSEN et al,
2001; GREEN, ROWBOTTOM E MACKINNON, 2003). Ja Vider et al (2001)
demonstraram diminuicdo na percentagem de células T CD4" e CD8" que expressam CD69
imediatamente ap0s o exercicio exaustivo (corrida até a exaustdo voluntéria). No entanto, a
frequéncia de células CD4'CD69" e CD8'CD69" retornou aos valores pré-exercicio apés 30
min de recupera¢do do exercicio.

E sugerido que a o risco aumentado de ITRS em decorréncia da realizacdo de
exercicio fisico intenso esteja relacionado a uma resposta aumentada das citocinas ao desafio
antigénico (GLEESON et al, 2013). Como o exercicio prolongado parece suprimir a fungéo
das células T (TVEDE et al, 1989; NIEMAN et al, 1994) e NK (PEDERSEN et al, 1988;
PEDERSEN et al, 1990; PEDERSEN, 1991; TVEDE et al, 1993), pode haver
comprometimento da producdo de citocinas por estas células apds o exercicio. Estudos
mostram diminuicdo na concentracdo de IL-2 e IFN-y, no sobrenadante de culturas celulares
estimuladas, in vitro, por mitdgeno apds uma sessdo de exercicio continuo de longa duracao
(LEWICKI et al, 1988). Weinstock et al (1997) avaliaram a producdo de citocinas no
sobrenadante de cultura de células mononucleares do sangue periférico apos teste ergométrico
exaustivo, com tempo médio de duracdo de 68 minutos, em 15 atletas. Ele observou
diminuicdo de IFN-y em resposta ao estimulo por lipopolissacarideo (LPS), e de IL-2, quando

as células foram estimuladas com PHA, e aumento de IL-2 quando estimuladas com ConA.

2.3 Desequilibrio redox induzido pelo exercicio e seu impacto nas células do
sistema imunoldgico

O termo espécies reativas refere-se a uma série de compostos de natureza radicalar e
ndo radicalar, centradas no oxigénio ou no nitrogénio. As principais espécies reativas de
oxigénio (EROs) radicalares sdo o anion superéxido (O2") e o radical hidroxil (OH™) e as

ndo radicalares sdo representadas pelo peréxido de hidrogénio (H20,). As espécies reativas de
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nitrogénio (ERNS) incluem o 6xido nitrico (NO°) e o peroxinitrito (ONOO") (HOLLIWELL e
CROOS, 1994).

As espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio (ERONSs) desempenham duplo papel
no organismo: em baixas ou moderadas concentracdes participam de processos fisioldgicos,
como os mecanismos de defesa dos fagOcitos contra agentes infecciosos, a inducdo da
resposta mitogénica, o controle do ténus vascular, entre outros (LILIUS e MARNILA, 1992,
HEHNER et al, 2000, BURKE e WOLIN, 1987). Quando ha, porém, uma producdo excessiva
de ERONSs, e uma deficiéncia nos sistemas antioxidantes em lidar com essa situacdo, estas
reagem com as biomoléculas celulares, na tentativa de parear seus elétrons e restaurar sua
estabilidade (RADAK et al, 2001). Isso modifica e deixa as biomoléculas instaveis, inibindo
seu papel fisiologico e, tambem, causa perturbagdo do controle e da sinalizacdo redox
(FISCHER-WELLMAN e BLOOMER, 2009; RADAK et al, 2001), situacdo denominada
desequilibrio redox ou estresse oxidativo (SIES, 1997).

Em geral, o corpo possui reservas de antioxidantes adequadas para lidar com a
producdo de ERONSs sob condigdes fisiologicas (WAYNER, 1987; BANERJEE et al, 2003).
Dois mecanismos protetores enddgenos funcionam como uma unidade para controlar os
efeitos de ERONS: enzimaticos e ndo-enzimaticos, ambos encontrados nos meios intra e
extracelulares (POWERS e LONNON, 1999).

As enzimas consideradas antioxidantes primarias sdo: superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPX) (JI, 1998; POWES e LONNON, 1999). A
SOD ¢ a primeira linha de defesa enzimaética e constitui a defesa celular contra o radical
superoxido , sendo capaz de catalisar a dismutacdo do O, para formar agua (H,0O) e oxigénio
molecular (O,). A principal funcdo da CAT é catalisar a decomposi¢do do H,O, em agua e
oxigénio molecular. A GPX €, assim como a CAT, a enzima responsavel por reduzir H,O, a

agua. Ela utiliza a glutationa em sua forma reduzida (GSH) como doador de elétron e requer
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selénio (Se) como co-fator (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). Ja os antioxidantes ndo-
enzimaticos incluem a glutationa reduzida (GSH), acido ascorbico (vitamina C), a-Tocoferol
(vitamina E) e &cido Urico (SIES e STAHL, 1995; WAYNER et al, 1987), dentre outros.

A formagdo de ERONSs ocorre no metabolismo celular normal, entretanto, pode estar
aumentada no exercicio fisico, promovendo assim o desequilibrio redox (SOUZA,
OLIVEIRA e PEREIRA, 2005; BLOOMER et al, 2005; PASCHALIS et al, 2007; CUEVAS
et al, 2005; BLOOMER , 2007). Dillart et al (1978), foram o0s primeiros a mostrarem que 0
exercicio fisico é capaz de levar a um estado de desequilibrio redox. Os autores avaliaram 0
volume de pentano expirado, que € um indicador de peroxidacdo lipidica, em individuos
submetidos a 60 minutos de exercicio a 50% do consumo méaximo de oxigénio em bicicleta
ergometrica. Foi observado aumento de 1,8 vezes no pentano expirado, demonstrando
aumento da peroxidacgdo lipidica durante o exercicio. J& Davies et al (1982), demonstraram,
por meio da técnica de ressonancia paramagnética de elétrons, aumento na amplitude de sinal
de radicais livres no musculo esquelético e no figado de ratos submetidos a exercicio
exaustivo em esteira, e propuseram que a contragdo do musculo esquelético levava ao
aumento da producao de radicais livres e que tal situacdo poderia ser prejudicial aos tecidos.

As células do sistema imune parecem particularmente sensiveis a variacdes do estado
redox. Individuos idosos, com reduzida atividade de enzimas antioxidantes e maior dano
oxidativo em linfécitos, apresentam, por exemplo, diminuicdo da resposta proliferativa de
linfocitos a mitdgenos, e da secrecdo de citocinas (DE LA FUENTE, HERNANZ e
VALLEJO, 2005).

A literatura mostra que o estresse oxidativo, causado pelo exercicio continuo,
prolongado, induz a apoptose de linfocitos, provavelmente assim reduzindo sua funcéo
(WANG e HUANG, 2005). Niess et al, (1996) avaliaram a concentracdo plasmatica de

malondialdeido (MDA) e a ocorréncia de danos oxidativos no DNA de leucdcitos em 6
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homens treinados e 5 ndo treinados, apds exercicio exaustivo em esteira. Eles observaram, no
grupo de individuos ndo treinados, maior concentragdo de MDA no repouso e 15 minutos
apos o exercicio, e maior ocorréncia de dano ao DNA nos leucécitos circulantes apds o
exercicio exaustivo.

Ferrer et al (2009) avaliaram o efeito de uma sessdo de exercicio de natagdo (70 a 80%
da capacidade méaxima, por 1 hora) na atividade de enzimas antioxidantes e marcadores de
desequilibrio redox em linfocitos. Foi observado aumento da concentracdo de substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) em linfécitos apds o exercicio, embora nenhum
efeito tenha sido observado na atividade das enzimas antioxidantes destas celulas.

O aumento da concentracdo de TBARS em linfocitos também foi relatado por Sureda
et al (2009) ap6s uma sessdo de treino (75,6 + 4,8% do periodo de treino na zona de
frequéncia cardiaca correspondente a 90% ou mais do VO,max) de futebol. Tauler et al
(2006) mostraram que uma prova de ciclismo em terreno montanhoso (171,8 km) em ciclistas,
do sexo masculino, jovens (25,2 + 2,3 anos), saudaveis e treinados (VO,max = 78,4 + 4,9
mLO,/kg/min), induziu linfopenia significativa e estresse oxidativo em linfocitos, marcado
pelo aumento da concentracdo de proteina carbonilica, vitamina E e aumento da atividade
daGPX, GSH e SOD.

Assim, embora se saiba que o exercicio continuo, prolongado é marcado por uma
imunossupressao temporaria e, concomitantemente, por um quadro de estresse oxidativo, o
que pode comprometer a viabilidade e funcdo de linfécitos, até 0 momento nenhum estudo
investigou a ocorréncia de estresse oxidativo e a funcdo nestas células apds o exercicio

intervalado de alta intensidade.

2.4 O exercicio intervalado de alta intensidade
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O exercicio intervalado de alta intensidade é caracterizado por breves e repetidas
sessbes de exercicio intenso (préximo a 100% da capacidade méxima do individuo),
intercaladas por periodos de repouso ou exercicio de baixa intensidade (GIBALA e
MACGEE, 2008; GILLEN e GIBALA, 2014). Investigacfes demonstram que o treinamento
com o HIIE (HIT, do inglés high intensity interval training) desencadeia adaptacdes
musculares e vasculares similares aquelas observadas em resposta ao treinamento de
endurance, porém com um menor volume de treinamento (GIBALA et al, 2006;
BURGOMASTER et al, 2006; 2008). Entre as adaptacOes desencadeadas pelo treinamento
com o HIIT encontram-se o estimulo a biogénese mitocondrial e a atividade de enzimas
oxidativas (LITTLE et al, 2010; GIBALA et al, 2006; 2008), a melhora da rigidez arterial
periférica, aumento da expressdo de GLUT-4 e aumento da sensibilidade a insulina (LITTLE
et al, 2010).

Por promover adaptacdes semelhantes ao treinamento de endurance, porém com
menor volume de treinamento, o HIIT tem recentemente ganhado popularidade, entre os ndo
atletas, como uma intervencdo tempo-eficiente para melhora do condicionamento aerébico em
poucas sessoes de treinamento (BURGOMASTER et al, 2005; 2006; LITTLE et al, 2010). O
HIIT, por ser de baixo volume, ou seja, as sessdes de exercicio duram menos de 30 minutos,
representa uma alternativa ao exercicio de endurance, para melhorar a sadde e diminuir o
risco de doencas crdnicas, uma vez que, a falta de tempo para a pratica regular de exercicios
fisicos é a barreira mais citada pela populacdo em geral (GODIN et al, 1994; TROST et al,
2002). Considerando que a progressdao das doencas cardiovasculares é atenuada pelo
treinamento fisico regular, especialmente o treinamento de endurance, e que o sedentarismo é
o principal fator de risco modificavel para doencas cardiovasculares pelo treinamento
(CELERMAJER et al, 1994; SUWAIDI et al, 2000), o HIIT pode ser uma opgdo para

promocéo de salde, por estimular maior aderéncia a préatica regular de exercicio fisico.
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Evidéncias demonstram que o HIIE, assim como o exercicio continuo prolongado,
também promove desequilibrio redox. Bogdanis et al (2013) avaliaram o efeito agudo e
cronico do exercicio intervalado de alta intensidade em marcadores de estresse oxidativo no
soro em homens jovens (24,3 + 1,4 anos) e fisicamente ativos. O protocolo, realizado em
cicloergdmetro e baseado no teste de Wingate (0,075kg/kg de massa corporal), consistiu de 4
estimulos de 30 segundos, intercalados por recuperacdo ativa de 4 minutos com uma carga
baixa (50W). O efeito agudo mostrou aumento da concentracdo de proteina carbonilica e de
TBARS e da capacidade antioxidante total imediatamente apds, 24 e 48 horas apds o
exercicio. Também foi observado aumento da atividade de GPX 24 e 48 horas ap0s e CAT
imediatamente apds e 24 apds o exercicio.

O efeito do HIIE sobre parametros da fun¢do imune também tém sido investigados, e,
considerando que embora seja este um exercicio de curta duragdo, mas de alta intensidade, €
razoavel hipotetizar que, de alguma maneira, o HIIE altere a funcdo imune. Apenas
recentemente estudos nesta area, envolvendo o HIIE, tém sido conduzidos. Zwetsloot et al
(2014) avaliaram o efeito agudo e crénico do HIIE na concentracdo sistémica de citocinas e
guimiocinas em homens jovens (22 + 2 anos) e fisicamente ativos (VO,max = 49,2 + 2,6
mLO,/kg/min). O protocolo foi realizado em cicloergdmetro e consistiu em 8 estimulos de 60
segundos a 100% da poténcia maxima, intercalados por periodos de recuperacao ativa, de 75
segundos, a 50W. Foi observado aumento nas concentracfes plasmaticas de IL-6, IL-8, IL-10,
TNF-0, MCP-1 apds o exercicio agudo. Nao foram observadas alteracdes nas concentracdes
plasméticas de IFN-y, IL-1p e fator de estimula¢do de macrofagos e granulocitos (GMCSF)
logo ap6s o exercicio.

Apenas Fischer et al (2011) avaliaram o efeito de 3 sessdes de HIIE no estresse
oxidativo de linfocitos, objetivando identificar respostas ao estresse imunoldgico e oxidativo

agudo e ao treinamento. Eles observaram aumento da atividade das enzimas antioxidantes
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SOD, CAT e GPX em linfécitos apds a sessdo de exercicio e também aumento do TBARS no
plasma imediatamente apds o HIIE. A viabilidade celular apresentou diminuigdo ap6s 3 horas
ao exercicio em relacdo a imediatamente apos e 24 horas ap0s. Esses achados indicam que 0s
linfocitos respondem ao HIIE com aumento da atividade das enzimas antioxidantes. Porém,
até o momento, nenhum estudo avaliou o impacto do HIIE no desequilibrio redox associado a
funcéo de linfocitos.

Embora o HIIE ofereca uma alternativa de exercicio de baixo volume, as sessdes sdo
de alta intensidade, apesar da curta duracéo, e podem, potencialmente implicar em um quadro
agudo de desequilibrio redox, e consequente reducdo na funcdo imunoldgica. Assim, este
trabalho investigou o efeito de uma sessdo de exercicio intervalado de alta intensidade na
fungdo e desequilibrio redox em células mononucleares do sangue periférico em homens

jovens ndo treinados.
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3.0 Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito de uma sessdo de exercicio intervalado de alta intensidade na

funcéo e equilibrio redox de linfécitos em individuos ndo treinados.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1. Avaliar o efeito do HIIE na funcdo de células mononucleares do sangue

periférico (PBMC) considerando:

» acontagem total e diferencial de leucdcitos;
» aresposta proliferativa de linfdcitos;
» aproducdo de citocinas IL-2, IL-4 e IFN-y;

* aviabilidade celular.

3.2.2 Avaliar o efeito agudo do HIIE no estado redox de PBMC considerando:

» aconcentracdo de TBARS;
» aatividade das enzimas superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT);

» 0 contetdo de glutationa reduzida (GSH) de linfécitos.

3.2.3 Avaliar o efeito do HIIE na ativacao dos linfocitos considerando:

» a frequéncia de expressdo de CD25 e CD69 nas subpopulacbes CD4, CD8 e

CD19.
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4.0 Material e métodos

A realizacdo desse estudo obedeceu aos principios éticos para pesquisa envolvendo
seres humanos, recebendo a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri e esta registrado na Plataforma Brasil sob o

nimero CAAE 10239112.8.0000.5108.

4.1 Voluntarios

Foram selecionados para participar do estudo 16 homens com idade entre 18 e 35
anos, eutrdficos, ndo fumantes, ndo treinados ou fisicamente ativos, com VO,max > 30 e < 50
mL/kg/min, e que ndo estavam engajados em atividade fisica recreacional ou esportiva, com
frequéncia minima de 3 vezes por semana, nos 3 meses anteriores ao inicio do estudo. Para
participar do estudo os voluntarios deveriam ainda relatar ndo apresentar qualquer distdrbio
musculoesquelético, doenca autoimune, cardiaca, pulmonar ou de hipersensibilidade. Os
voluntarios selecionados ndo estavam fazendo uso de medicamentos anti-inflamatorios ou
suplementos alimentares, incluindo substancias com fungdo antioxidante, durante o periodo
do estudo, e ndo haviam sido imunizados por pelo menos uma semana antes da participacéo
no estudo. Os participantes do estudo ndo apresentaram risco para realizacdo de atividade
fisica, de acordo com o0s questionarios de Prontiddo para Atividade Fisica (PAR-Q)
(Canada’s physical activity guide to healthy active living, 2007) (ANEXO 2) e de Risco
Coronariano (ACSM, 2009) (ANEXO 3). Para avaliacdo do risco coronariano os valores de
colesterol total e glicemia de jejum dos voluntarios foram determinados por exames

laboratoriais.

4.2 Delineamento do estudo
O estudo foi dividido em duas etapas. Na primeira delas foi avaliado o efeito agudo do

HIIE na funcdo e no estado redox de linfocitos e participaram desta etapa do estudo 10
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voluntéarios. Na segunda etapa, foi avaliado o efeito agudo do HIIE na inducdo da expressdo

de marcadores de ativacdo nas subpopulacdes de linfécitos e na viabilidade celular, o que

envolveu a participacdo de 6 voluntarios (figura 2).

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

48 horas 30rmin
Protocolo experimental: |
HIIE

Avaliacdo inicial:

* Questionarios

* Composicdo é Y a a
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+ Teste maximo —
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ESTUDO 1
- contagem total e diferencial de leucocitos;
- proliferagdo celular;
- producdo de citocinas (IL-2, IL-4 & IFN-y);
- equilibrio redox (concentragdo de TBARS,
atividade da CAT e SOD e conteddo de GSH).

ESTUDO 2
- expressdo de marcadores de ativagao
(CD25, CD69)
nas subpopulactes de linfocitos
(CD4, CDS8 high e CD19)

- viabilidade celular

FIGURA 2. Delineamento experimental do estudo. Dezesseis voluntarios (n =10, estudo 1; n = 6, estudo 2)

realizaram uma sesséo de HIIE, composta por 8 estimulos de 60 segundos a 100 ou 90% da poténcia maxima

intercalados de 75 segundos de recuperagao ativa a 30W de poténcia. Amostras de sangue foram coletadas antes,

imediatamente apds e 30 minutos apds a realizacdo do HIIE. Pelo menos 48 horas antes do HIIE os voluntarios

passaram por medidas pré-teste que incluiram (aplicacdo de questionérios, avaliagdo da composicdo corporal e

teste méaximo).

IL-2 — interleucina 2, IL-4 — interleucina 4, IFN-y — interferon gama, TBARS — substancias

reativas ao cido tiobarbitdrico, CAT — catalase, SOD — superdxido dismutase, GSH — glutationa reduzida.

Em ambos as etapas, antes das sessdes de exercicio, 0s voluntarios foram instruidos a

abster-se de atividade fisica extenuante e do consumo de bebidas alcodlicas por 24 horas, do
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consumo de cafeina e do uso de corticosteroide topico ou aspirina por 48 horas e do uso de
anti-histaminicos ou de corticoide sistémico por 1 semana. Os participantes também foram
questionados se obtiveram no minimo 8 horas de sono antes das sessdes de exercicio. Na
manhd dos testes, 0s voluntarios foram orientados a ingerir 500 mL de agua duas horas antes
dos testes (ACSM, 2007), e consumir, 30 minutos antes do exercicio, uma dieta rica em
carboidratos, que teve como base a recomendacdo da American Diabetes Association (ADA,
2000), que preconiza a ingestdo de 200 a 300g de carboidratos no pré-exercicio, tratando-se

de exercicios vigorosos.

4.2.1 Avaliagéo inicial

Na primeira visita ao laboratorio, a massa, estatura e composi¢cdo corporal dos
voluntarios foram determinadas. A massa e a estatura corporal foram medidas em balanca
analégica com estadibmetro acoplado (Welmy, modelo 110, Brasil). A partir da massa e
estatura corporal foi calculado o Indice de Massa Corporal (IMC) por divisdo da massa

corporal (kg) pelo quadrado da estatura (m?) (Organizagdo Mundial de Saude, 2000).

4.2.1.1 Avaliacao da composicédo corporal

No estudo 1, para a avaliacdo da composicdo corporal foi utilizada a mensuracdo das
dobras cutaneas em trés regibes (abdémen, coxa e peito) com o adipdmetro (Sanny, AD1010-
1, Brasil) e calculado o percentual de gordura, utilizando da equacdo de Jackson e Pollock
(1978).

No estudo 2 foi utilizada a absorciometria radioldgica de dupla energia (DXA, DPX,
Lunar Radiation Corporation, Madison, Wisconsin, USA) para avaliacdo da composi¢do
corporal. Para essa analise, os voluntarios foram posicionados na area de escaneamento do
equipamento, de modo que a linha sagital demarcada nessa area passasse sob o centro de

alguns pontos anatbmicos como cranio, coluna vertebral, pélvis e pernas. Os sujeitos foram
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avaliados trajando roupas leves, sem o uso de qualquer objeto de metal que pudesse interferir

nas medidas.

4.2.1.2 Avaliacdo da capacidade aerdbica e poténcia maximas

No estudo 1, para determinacdo da capacidade aerébica maxima (VO, maximo) e
poténcia maxima os individuos foram submetidos a um teste de esforco maximo, utilizando o
protocolo proposto por Balke (BALADY et al., 2003), em cicloergbmetro (Ideal, MMX,
Brasil).

O protocolo de Balke foi iniciado com carga de 25 W (proposto para sedentarios) e
manteve-se durante todo o teste velocidade constante de 60 rpm. A cada dois minutos,
aumentou-se a carga em 25 W, sucessivamente, até o esforco maximo ou a presenca de algum
sintoma limitante. Durante o teste, os voluntarios receberam estimulos verbais padronizados
dos avaliadores para que permanecessem em atividade até o limite maximo percebido. Todos
os testes foram finalizados a pedido dos voluntarios (fadiga voluntaria). No momento da
fadiga, a carga foi retirada e os voluntarios continuaram a pedalar por 2 minutos a 25 W.

A frequéncia cardiaca (FC) foi registrada a cada 1 minuto, durante todo o teste, usando
um monitor de frequéncia cardiaca Polar® RS800cx (Polar Electo Oy, Kempele, Finlandia).
A escala de Borg (1982) também foi utilizada, a cada minuto do teste, para determinar a
percepcao subjetiva do esforco (PSE).

O teste foi considerado maximo quando os seguintes critérios foram observados: FC
méaxima > 95% da maxima prevista para a idade e percepcao subjetiva do esfor¢co entre 18 e
20 (YOON et al, 2007).

Utilizou-se a equacdo 1 (BALKE e WARE, 1959), para calcular de forma indireta e o

consumo maximo de oxigénio dos voluntarios:

VO, =200 + [12 x poténcia (W)] / massa (kg) (equacgéo 1)
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A poténcia maxima do voluntério foi considerada a poténcia desenvolvida no Gltimo
estagio completo do protocolo.

No estudo 2, 0 VO,max e poténcia maxima foram determinados em teste de esforco
maximo, utilizando o protocolo de rampa, em cicloergbmetro (Ideal, MMX, Brasil), de acordo
com Whipp et al, (1981).

Para a conducdo do protocolo de rampa, primeiramente foi estimada a poténcia
maxima dos voluntarios pelo Veterans Specific Activity Questionnaire (VSAQ) (ANEXO 4).
O VSAQ apresenta uma lista de atividades com aumento progressivo de intensidade em
termos de equivalentes metabolicos (METS). Os voluntarios foram instruidos a determinar no
questionario a primeira atividade que poderia causar fadiga ou falta de ar que levaria a
interrupcdo do exercicio ap6s 5 a 10 minutos. A partir dos METs, conforme equacéo 2,
derivados do VSAQ, e levando-se em conta a idade dos voluntarios, foi utilizado um
nomograma (MYERS et al, 1994) para determinar a capacidade maxima de trabalho

individual dos voluntarios:

METs = 4,7 + 0,97 (VSAQ) — 0,06 (idade) (equacdo 2)

Posteriormente, foi predita a capacidade maxima para o exercicio a partir da equagéo 3:

(MYERS,1996)

Capacidade de trabalho (W): (METSs - 1) x massa corporal (kg) / 3,486

(equacdo 3)

O protocolo de rampa consistiu inicialmente de dois minutos de preparagéo a 50 rpm e 25

W de poténcia. Em seguida, a partir dos dados obtidos da capacidade de trabalho, os
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incrementos de carga ocorreram a cada 60 s, de tal forma que a fadiga ocorresse entre o oitavo
e décimo segundo minutos de teste. Durante o teste, os voluntarios receberam estimulos
verbais padronizados dos avaliadores para que permanecessem em atividade até o limite
maximo percebido. Todos os testes foram finalizados a pedido dos voluntérios (fadiga
voluntaria). No momento da fadiga, a carga foi retirada e os voluntérios continuaram a
pedalar por 2 minutos a 25 W.

Utilizou-se a equagdo 4 (ACSM, 2009) para calcular de forma indireta o consumo

maximo de oxigénio dos voluntarios:

VO, = 10,8 x [taxa de trabalho(kg/m)] / massa corporal (kg) + 7 (equacdo 4)

Além disso, determinou-se a poténcia maxima atingida no teste, como a poténcia
desenvolvida no Gltimo estagio completo do protocolo.

Em ambos os estudos, os testes foram realizados em cémara ambiental, com
temperatura seca de 22°C e umidade relativa do ar de 60%. Antes do teste os voluntarios
permaneceram em repouso por 20 minutos, na posicao sentada, dentro da camara ambiental.
Em seguida foi aferida a pressdo arterial e os voluntarios foram conduzidos ao

cicloergbmetro.

4.3 Exercicio experimental

Ap0s o0s procedimentos anteriormente descritos, decorrido um intervalo minimo de 48
horas, 0s voluntarios realizaram uma sessao aguda de HIIE.

Anteriormente ao teste 0s voluntarios receberam as orientacbes anteriormente
descritas (item 4.2). Ao se apresentarem para a sessdo aguda, os voluntarios foram
questionados sobre o cumprimento das orientagfes. O exercicio foi realizado em cémara

ambiental, com temperatura seca de 22°C e umidade relativa do ar de 60%.
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No estudo 1, apés 10 minutos de repouso na posicdo sentada, os voluntarios
realizaram uma sessdo de HIIE, em bicicleta ergométrica (Moviment, BM 2800 PRO, Brasil),
que foi composta por 8 estimulos a 100% da poténcia méaxima, intercalados por 75 segundos
de recuperacdo ativa a 30 W. Um estimulo adicional inicial serviu de teste para determinar a
carga a ser utilizada nos estimulos seguintes. No inicio e ao final da sessdo de HIIE o0s
voluntarios pedalaram por 2 minutos, a 30 W, como atividade preparatoria e para recuperagao
ativa, respectivamente.

No estudo 2, ap6s 0s 10 minutos de repouso sentado, os voluntarios realizaram uma
sessdo de HIIE, em cicloergdmetro (Excalibur Sport, Lode, USA), que foi composta por 8
estimulos a 90% da poténcia méaxima, intercalados por 75 segundos de recuperacao ativa a 30
W. No inicio e ao final da sesséo de HIIE os voluntarios também pedalaram por 2 minutos, a
30 W, como atividade preparatdria e para recuperacao ativa, respectivamente.

Durante o exercicio experimental foram mensuradas a frequéncia cardiaca, durante
todo o exercicio, utilizando um monitor cardiaco (Polar Electo Oy, Kempele, Finlandia), e a
percepcao subjetiva de esfor¢o, pela escala de Borg (1982), a cada minuto.

Antes (pré-ex), imediatamente apos (pds-ex) e 30 minutos apos o exercicio (30 min-
p0Os) amostras de sangue (aproximadamente 20mL) foram coletadas, da veia antecubital, em
tubos a vacuo contendo heparina (Vacutainer; Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA) para
posterior analise da funcdo de PBMC a saber:

Estudo 1: proliferacdo e a secrecdo de citocinas em resposta a estimulagédo
superantigénica; e estado redox;

Estudo 2: viabilidade celular; percentual de linfocitos CD4*, CD8" e CD19"; e
percentual de linfocitos CD4, CD8 e CD19 positivos para CD25 e CD69 em resposta a

estimulacdo superantigénica.

4.4 Processamento das amostras
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4.4.1 Contagem global e diferencial dos leucocitos

As amostras sanguineas foram cuidadosamente homogeneizadas e, na sequéncia,
diluidas utilizando o diluidor automatico de células (DA-500, Celm, Brasil). Para a contagem
global de leucdcitos (CC — 550, Celm, Brasil), foram adicionadas as amostras 2 gotas de
solucdo hemolisante (Cellmlise I, Celm, Brasil). Foram também determinadas nas amostras a
concentracdo de hemoglobina e hematdcrito. Estas varidveis foram utilizados para corre¢édo da
contagem total dos leucécitos, em fungdo da variacdo do volume plasmatico apds o exercicio,
de acordo com Dill e Costill (1974).

Para a contagem diferencial de leucdcitos foi realizada a técnica do esfregago
sanguineo. Uma gota se sangue foi colocada sobre uma Iamina de vidro que na sequencia foi
distendida. Para coloracdo do esfregaco foram utilizados os corantes hematoldgicos May-
Grunwald (azul de metileno 1%) e Giemsa (1,5%), previamente confeccionados (VALLADA,
1999). Vinte gotas de May Grunwald foram adicionadas sobre a lamina. Apds 4 minutos a
mesma quantidade de agua destilada foi adicionada e apds 1 minuto a solucdo sobrenadante
foi desprezada. As laminas foram na sequéncia cobertas por 20 gotas do corante Giemsa por
20 minutos. Finalmente as laminas foram lavadas em agua corrente suave e secas ao ar livre.

A contagem diferencial de leucdcitos foi realizada utilizando-se o microscopio (Cover-
018, Olympus Optical do Brasil, Brasil) e o contador manual de células (CCS-01, Splabor,
Brasil). A microscopia das células do esfregaco sanguineo foi iniciada em objetiva de menor
aumento (10x) focalizando-se a regido em que os eritrocitos comecam a ficar soltos, e por fim
em objetiva de imersdo (100x). Finalmente realizou-se a contagem diferencial em contador
manual, no qual foram contadas 100 células e definido o percentual de linfocitos, mondcitos e
granuldcitos. A leitura do esfregaco sanguineo foi realizada de maneira uniforme, de modo a

percorrer as bordas e o centro da lamina, sempre em dire¢do a cauda do esfregaco.
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O numero absoluto de cada tipo de leucécito foi obtido por meio da multiplicacéo do

valor percentual obtido na contagem diferencial pela contagem total de leucdcitos.

4.4.2 Obtencdo das PBMC

Para obtencdo das PBMC o sangue foi diluido na proporcdo 1:1 em tampdo fosfato
salina (PBS 0,015M; pH 7,2/7,4) e centrifugado (400 xg, 21°C, 30 min) em Histopaque®
1077 (Sigma, St. Louis, MO, EUA), conforme descrito por Bicalho et al, (1981). O anel de
PBMC, formado ap0s a centrifugacao, foi recolhido e lavado 2 vezes em PBS (250 xg, 4°C,
15 min). Em seguida, as células foram suspensas em 1 mL de PBS suplementado com 0,1%
de soro albumina bovina (PBS/BSA 0,1%) e, apds contagem em camara hemocitométrica de
Neubauer, a concentracdo foi ajusta para de 1x10’ células/mL. A viabilidade celular foi

avaliada pela técnica de excluséo de azul de tripan e mostrou-se sempre superior a 98%.

4.4.3 Estudo 1 - Avaliacdo da proliferacéo celular

Para essa analise foi utilizada a técnica de incorporacéo e decaimento da fluorescéncia
de CFSE (5-[and 6]-carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester), conforme descrito por
Lyons et al (2000). Para isso, 5 x 10° células, suspensas em PBS/BSA 0,1%, foram incubadas
a 37°C por 10 minutos em 1000uL de CFSE (Sigma, St. Louis, MO, USA) (10uM). A reacgédo
foi interrompida adicionando-se 10mL de RPMI-1640 (Gibco, Invitrogen Corporation, Grand
Island, NY, EUA) gelado, suplementado com L-glutamina (2mM) (Sigma, St. Louis, MO,
EUA), soro fetal bovino (10%) (Gibco, Invitrogen Corporation, Grand Island, NY, EUA) e
coquetel antibiotico/antimicédtico (penicilina G 100 Ul/mL, estreptomicina 100 pg/mL e
anfotericina B 250 ng/mL) (Sigma, St. Louis, MO, EUA), o que denominamos de RPMI
completo, seguido de incubacdo em gelo por 5 minutos. Apds duas lavagens com RPMI (220
xg, 4°C, 10 min), as células foram suspensas em 500uL de RPMI completo (1x10°

células/mL).
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Cerca de 5 x 10° células coradas com o CFSE foram incubadas, em placas de 24
pogos, na auséncia ou presenca do superantigento B de Staphylococcus aureus (SEB,
100ng/mL) (Sigma, USA), em volume final de 2000pL, com RPMI completo. As culturas
permaneceram por 5 dias em estufa imida, a 37°C contendo 5% de CO,. Apds o periodo de
incubacdo, as células foram recolhidas e lavadas, por 2 vezes com PBS gelado (200 xg, 4°C,
10 min), e a proliferagéo celular foi determinada pela medida do decaimento da fluorescéncia
do CFSE, através da citometria de fluxo, utilizando o FACScan® (Becton Dickinson, San
Jose, CA, USA), equipado com um laser de argonio (488 nm) e os seguintes filtros: 530/30
nm BP (FL1 = fluorescéncia verde) e 586/42 BP (FL2 = fluorescéncia laranja) e 650 LP (FL3
= fluorescéncia vermelha). Foram adquiridos 50.000 eventos na regido correspondente as
células de interesse.

A estratégia de andlise, utilizando o programa CellQuest (Becton Dickinson, San Jose,
CA, USA), consistiu, inicialmente, na selecdo da populacdo linfocitaria pela analise de
gréficos de distribuicdo pontual de tamanho (FSC — forward-scattered light) em funcdo da
granulosidade (SSC — side-scattered light) celulares, para culturas ndo estimuladas (regido
R1, figura 3A) e estimuladas com SEB (regido R2, figura 3B). Os eventos em R1 e R2 foram
analisados para a intensidade de fluorescéncia do CFSE, usando histogramas de FL1 em
funcdo do namero de eventos (figura 3C e D). A regido M1 foi definida como células
marcadas com CFSE derivadas de culturas ndo estimuladas, que representa o pico de células
quiescentes (figura 3C). Os picos M2 a M7 foram definidos de acordo com a intensidades de
CFSE em culturas estimuladas com SEB (figura 3D).

O indice de proliferacdo (IP) foi calculado a partir da frequéncia das células nas
regibes M1 a M7, considerando que duas células com uma determinada intensidade CFSE
foram produzidas por mitose de uma Unica célula, possuindo uma intensidade de CFSE

imediatamente maior. Para o calculo do IP foram utilizadas as equacdes 5 e 6, onde X0
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representa a percentagem de células que ndo se dividiram (localizadas em M1), e X1 a X7
representam a percentagem de células que passaram por uma ou mais divisdes sequenciais

(células localizadas de M2 a M7) (ANGULO e FULCHER, 1998).
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FIGURA 3. Estratégia de anélise da proliferacdo celular pelo decaimento da fluorescéncia do CFSE.
Gréficos de distribuicdo pontual FSC x SSC (A e B) séo utilizados para a selecdo das populagbes desejadas nas
culturas ndo estimuladas (A) e estimuladas com SEB (B). Histogramas de FL1 x nimero de eventos (C e D),
foram utilizados para definir as regides M1 a M7, nas culturas ndo estimuladas (C) e estimuladas com SEB (D),

a partir da quais foi obtido o indice de proliferacéo (IP) para a populagéo de linfocitos.
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4.4.4 Estudo 1 - Andlise da secrecdo de IL-2, IL-4 e IFN-y

As PBMC foram isoladas como descrito no item 4.4.2. Em seguida, 5x10° células
foram incubadas em RPMI completo, estimuladas ou ndo com SEB (100ng/mL) (Sigma,
USA), em placas de 24 pocos, com o volume de cultura ajustado para 1000uL, com RPMI
completo. As culturas foram mantidas em estufa umida, a 37°C e 5% de CO; por 18 horas.
Apos esse periodo de incubagdo, o sobrenadante das culturas foi recolhido e centrifugado
(200 xg, 10 minutos, 20° C) para a determinacdo da concentracdo de IL-2, IL-4 e IFN-y por
ELISA (DuoSet, R&D Systems, EUA). Os procedimentos experimentais foram realizados de
acordo com orientagdo do fabricante, conforme descrito a seguir.

Para a sensibilizacdo da placa de 96 pocos de fundo chato, adicionou-se 100 puL/pogo
do anticorpo de captura (4 ug/mL - anticorpo de camundongo anti-IL-2 humano, anti-1L-4
humano, ou anti-IFN-y humano) , e incubou-se a placa a temperatura ambiente por 18 horas.
Em seguida a placa foi lavada cinco vezes com 300 ul/pogo de tampdo de lavagem (PBS
contendo 0,05% de Tween 20, pH 7,2-7,4), utilizando lavadora de microplacas (ELX50,
Biotek, USA). A solucdo remanescente foi retirada secando-se a placa em papel toalha. O
bloqueio dos sitios reativos da placa foi realizado pela adigao de 300uL de tampédo de
blogueio (PBS contendo 1% de albumina bovina e 0,05% de azida sddica) seguida de 1 hora
de incubacdo a temperatura ambiente. Por fim, a placa foi lavada como descrito anteriormente
e a solucdo remanescente foi totalmente removida secando-se a placa em papel toalha.

Para a quantificacdo de IL-2, IL-4 e IFN-y nas amostras, foram adicionados 100
uL/pogo do sobrenadante das culturas, em duplicata. Para a curva padréo foram adicionados
100 pL/pogo do padrao de IL-2, IL-4 ou IFN-y (IL-2 humana recombinante, 60 ng/mL, IL-4
humana recombinante, 50 ng/mL ou IFN-y humana recombinante 55 ng/mL) diluidos em PBS
nas concentracGes de 1.000, 500, 250, 125, 62,5, 31,25 e 15,625 pg/mL. A placa foi incubada

por 2 horas & temperatura ambiente e, ao final desse periodo, foi lavada com solugdo tampéo
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de lavagem, como j& descrito, seguido de completa remocdo da solugdo remanescente em
papel toalha. Na sequéncia, foram acrescentados 100 pl/pog¢o de anticorpo de detecgédo
(anticorpo de cabra anti-1L-2 humano biotinilado em estoque a 90 pg/mL, anti-IL-4 humano
biotinilado em estoque a 2,25 pug/mL ou anti-IFN-y humano biotinilado 90 ug/mL) diluido em
reagente diluente (Tris 20mM contendo 0,1% de albumina bovina e 0,05% de Tween 20) a
0,5 pg/mL. Ap6s 2 horas de incubagdo a temperatura ambiente, a placa foi lavada com
solu¢do tampao de lavagem, seguida da adi¢ao de 100 uL/pogo de estreptavidina conjugada
com horseradish-peroxidase (Estreptavidina-HRP) diluida 1:200 em reagente diluente. Ao
final de 20 minutos de incubacdo no escuro, a temperatura ambiente, a placa foi lavada e
adicionou-se 100 puL/pogo do substrato TMB (3,3’, 5,5’ tetrametilbenzidina, Sigma, St. Louis,
MO, EUA) diluido em tampao citrato (Na;HPO, 0,4 mM e citrato de sddio 0,2 mM, pH 5)
contendo 0,005% de perdxido de hidrogénio. A placa foi incubada no escuro, a temperatura
ambiente por 30 minutos ¢, em seguida foram acrescentados 50 puL/pogo da solucdo de parada
H,SO, 2N.

A determinacédo da densidade Optica foi realizada nos comprimentos de onda de 450 e
570 nm em leitor de microplacas (Spectra Max 190, Molecular Devices, Sunnyvale, CA,
EUA). Para a determinacdo da concentracdo das citocinas avaliadas em cada cultura, as
densidades dpticas em 450 nm foram subtraidas daquelas correspondentes em 570 nm para
efeito de correcdo de imperfeicdes Opticas da placa. Apds obtidos os resultados das
absorbancias foi calculado a concentracdo de citocinas presente nas amostras através de
analise de regressdo linear, utilizando para isso os valores da curva padrdo e o software

GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA).

4.4.5 Estudo 1 - Analise do estado redox das PBMC
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Para avaliar o equilibrio redox das PBMC foi determinada a concentragdo de TBARS,
a atividade das enzimas antioxidantes SOD e catalase CAT e o contetdo de GSH nas
amostras coletadas antes, imediatamente apds e 30 minutos apds HIIE.

As PBMC (1x10’ células/mL), suspensas em PBS, foram congeladas e descongeladas
3 vezes para promover a lise celular. O lisado celular foi centrifugado (10.000xg, 15 min) e 0
sobrenadante foi utilizado para determinar a atividade das enzimas SOD e CAT e

concentracdo de TBARS.

4.4.5.1 — Determinacdo da concentracdo de TBARS

A reacdo do &cido tiobarbitdrico com o MDA, principal produto da peroxidagédo
lipidica, foi utilizada para determinar a concentragdo de TBARS, de acordo com o método
descrito por descrito por Ohkawa e colaboradores (1979). Aliquotas de lisado celular (0,2 mL)
foram adicionadas em 250uL de &cido acético (2,5M, pH 3,4) e 250 pL acido tiobarbitdrico
(0,8%). Esta mistura foi incubada por 90 minutos a 95° C e depois centrifugada a 5.000 xg
por 5 minutos (Jouan BR4i, Thermo Fisher Scientific, EUA). O sobrenadante da reacéo foi
analise, em duplicata, no leitor de microplacas (Spectra Max 190, Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, EUA) a 532nm. A concentracdo de TBARS foi estimada a partir da curva
padrdo de concentracdes conhecidas de malondialdeido (1,1,3,3-tetramethoxypropane)
(Sigma, EUA) como padréo externo. A quantidade de malondialdeido (MDA) produzido foi
interpretada como a concentracdo de TBARS. Os resultados foram expressos em equivalentes

de MDA/10’ células.

4.4.5.2 — Determinacao da atividade da SOD

O ensaio para determinar a atividade da SOD (EC 1.15.1.1) foi realizado de acordo
com Srivastava (2007) com algumas modificagfes. Resumidamente, foi adicionado 1mL de
tampdo fosfato de potassio (50mM, pH 7,8) contendo 1mM de é&cido

dietilenotriaminopentacético (DTPA) a 0,1 mL do lisado celular. As amostras e tampéao foram


http://en.wikipedia.org/wiki/Enzyme_Commission_number
http://enzyme.expasy.org/EC/1.15.1.1
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aquecidos a 37° C durante 3 minutos. A reagdo foi iniciada com a adigdo do pirogalol
(0,2mM) (Sigma, EUA). A leitura foi realizada durante 4 minutos a 37°C no leitor de
microplacas (Spectra Max 190, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA), a 420 nm, em
duplicata. A atividade da enzima, expressa em U/10’ células, foi determinada a partir da
capacidade da superdxido dismutase em inibir a autoxidacdo do pirogalol, onde 1U = 50% de

inibicdo da autoxidacao do pirogalol.

4.4.5.3 — Determinacao da atividade da CAT

O ensaio da CAT (EC 1.11.1.6) foi realizado conforme o método de Nelson e Kiesov
(1972), com algumas modificagdes. Resumidamente, o peroxido de hidrogénio (0,3M) foi
adicionado como substrato da reacdo a 0,03 mL de lisado celular, em tampéo fosfato de
potassio (50mM, pH 7,0), resultando em uma concentracao final de H,O, de 2mM. A leitura
foi realizada durante 1 minuto a 25°C em espectrofotometro a 240nm (Libra S22
spectrophotometer, Biochrom, UK), em duplicata. Este procedimento evita a possivel
interferéncia associada com a atividade da glutationa peroxidase, uma vez que o0s cofatores
necessarios nao estdo presentes no meio da reacdo. A atividade da catalase foi expressa em

milimoles de H,O, decomposto por minuto/10” células.

4.4.5.4 — Determinacao do contetdo de GSH

O conteudo de GSH foi determinado em PBMC integras, usando o corante Thiol
Tracker Violet® (Molecular Probes, USA) por citometria de fluxo, de acordo com Mandavilli
e Janes (2010). O Thiol Tracker reage ativamente com tiois reduzidos em células intactas e
pode ser lido eficientemente com laser de 405 nm ou de xendnio ou ldAmpadas de mercurio
tradicionais de uso em analise celular por citometria de fluxo e microscopia de fluorescéncia.
A glutationa reduzida representa a maioria dos tiois livres intracelulares em células, portanto,

o Thiol Tracker pode ser usado para estimar o conteido celular de glutationa reduzida.
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Para esta analise, 1x10° PBMC foram incubadas com Thiol Tracker (2uM), em PBS,
durante 30 min a 37°C. As celulas foram entdo centrifugadas (200xg, 10 min) e suspensas em
0,2 mL de PBS, e imediatamente analisadas no citdmetro de fluxo.

O citémetro utilizado foi o FACSCanto Il (Becton & Dickinson, San Jose, CA, EUA)
equipado com 3 lasers (violeta 405 nm, vermelho 633 nm, azul 488 nm), dois trigonos
(510/50 BP e 450/50 BP, trigono 1; 780/60 BP e 660/20 BP trigono 2) e um octégono
(488/10 BP, 530/30 BP, 585/42 BP, 670 LP, 780/60 BP). Foram adquiridos 30.000 eventos,
na regido correspondente aos linfocitos.

Os dados foram analisados utilizando-se o software FACS Diva v.6.1.3.A estratégia de
andlise consistiu, inicialmente, na selecdo da populacédo linfocitaria pela analise de graficos de
distribuicdo pontual FSC versus SSC (figura 4A e C). Em seguida, utilizando histogramas de
intensidade de fluorescéncia em funcdo do numero de células, foi determinada a intensidade
de fluorescéncia (mediana da fluorescéncia) para as células marcadas com Thiol Tracker

(figura 4D). Células ndo marcadas foram utilizadas como controle (figura 4B).

4.4.6 Estudo 2 - Analise da morte celular por apoptose

O ensaio foi realizado utilizando o quite para deteccdo de apoptose FITC-Anexina V
(BD Pharmigen, USA). Para isso, PBMC foram obtidas como anteriormente descrito (item
4.4.2). O procedimento de marcacdo foi realizado seguindo as especificacfes do fabricante.
Resumidamente 2x10° células (20pL) foram incubadas com 1pL de anti-anexina-FITC, 1pL
de iodeto de propideo (PI) e 8uL da solucdo diluida do binding buffer que acompanha o quite,
por 15 minutos, ao abrigo da luz. Posteriormente adicionou-se 80uL de binding buffer e as
células foram imediatamente analisadas no citometro de fluxo BD FACScanto Il. Foram
adiquiridos 20.000 eventos na regido correspondente aos linfocitos.

Para andlise dos dados foi utilizado o software FACSdiva v6.1.3. Inicialmente os

linfocitos foram selecionados graficos de distribuicdo pontual FSC versus SSC. Em seguida,
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em graficos de distribuicdo pontual, anexina V-FITC x iodeto de propideo foram
determinadas as porcentagens de células ndo marcadas (viaveis), marcadas somente pela

anexina-V (apoptose recente) ou Pl (necrose) e duplo-marcadas (apoptose tardia).
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FIGURA 4. Estratégia de analise do conteddo de GSH por citometria de fluxo. Gréficos de distribuicdo
pontual FSC x SSC (A e C) foram utilizados para a selecdo das populagfes desejadas. B — histograma de
intensidade de fluorescéncia das células ndo marcadas (Controle). D — histograma de intensidade de

fluorescéncia das células ap6s marcacdo com Thiol Tracker Violet. FSC — forward-scattered light e SSC — side-
scattered light.

4.4.7 Estudo 2 - Analise da ativacdo de linfocitos

PBMC (2,5 x 10° células) foram estimuladas ou ndo com SEB (100ng/mL), em RPMI
completo, em placas de 24 pogos, com volume ajustado para 1500uL, por 18 horas, em estufa
Umida, a 37°C e 5% de CO,. Em seguida as células foram recolhidas, lavadas em PBS gelado

(200 xg, 4°C, 10 min) e suspensas em 250uL de PBS. As células foram entdo transferidas para
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placas de 96 pocos de fundo redondo (2 x 10° células/poco) (20 pL) e incubadas, por 15
minutos a 4° C, com uma das seguintes misturas de anticorpos monoclonais: 1) CD4 PE +
CD8 PECy5 + CD69 FITC; 2) CD4 PE + CD8PECy5 + CD25 FITC, 3) CD19 PE +
CDG69FITC e 4) Controle de isotipo — rato anti-camundongo 1gG1 FITC + 1gG2a+b PE +
IgG2a+b PerCP. As informacGes sobre os anticorpos utilizados no estudo estdo apresentadas
na tabela 1. Na sequéncia foram adicionados aos pocos 150uL de PBS, para a lavagem das
células (220 xg, 4°C, 10 min). O sobrenadante foi descartado e as células suspensas e fixadas
em 200 uL de paraformaldeido 2%, para posterior analise por citometria de fluxo. Trinta mil
eventos na regido dos linfocitos foram adquiridos utilizando o citdmetro de fluxo
FACSCanto II.

Para analise dos dados utilizou-se o software FACS Diva v.6.1.3. Inicialmente, foi
selecionada a populagédo de linfécitos, em graficos de distribuicdo pontual FSC versus SSC
(figura 5A). Em seguida, em graficos de distribuicdo pontual para as combinacdes de
fluorocromos utilizados, foram quantificadas as frequéncias de células CD4'CD69",
CD4"CD25*, cD8""CD69*, CD8MI"CD25*, CD19* CD69* (figuras 5B, C e D), para células
estimuladas ou ndo por SEB.

Foi calculado também o percentual de células que expressavam o marcador de
ativagdo (CD69* ou CD25") por uma determinada subpopulacdo de linfocito (CD4*, CD8"9"

ou CD19%), considerando a frequéncia total de determinada subpopulagdo linfocitéria.

4.5 Analise estatistica
Para analise estatistica foi utilizado o programa Statistica (v10.0, StatSoft, Inc, EUA).
Foram considerados estatisticamente significativo valores de p < 0,05. Os dados estdo

apresentados como a média + EP (erro padrdo). O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para
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TABELA 1. Anticorpos monoclonais, conjugados com fluorocromos, utilizados para analise de subpopulac@es

linfocitarias e marcadores de ativagéo celular.

Anticorpos monoclonais Fluorocromo Marca Clone
camundongo anti-CD4 PE BD Pharmingen RPA-T4
humano
camundongo anti-CD8 PE Cy5 BD Pharmingen MOPC-21
humano
camundongo anti-CD19 PE BD Pharmingen HIB19
humano
camundongo anti-CD25 FITC BD Pharmingen M-A251
humano
camundongo anti-CD69 FITC BD Pharmingen FN50
humano
rato anti-lgG1 camundongo FITC BD Pharmingen A85-1
rato anti- 19gG2a+p PE BD Pharmingen X57
camundongo
rato anti- IlgG2a+b PerCP BD Pharmingen X57

camundongo
PE = Ficoeritrina
PE-Cy5 = Ficoeritrina-Cianina
FITC = Isotiocianato de Fluoresceina
PerCP = Proteina Clorofila PeridininalgG = imunoglobulina G

avaliar a normalidade dos dados. Uma vez que as varidveis dependentes apresentaram
distribuicdo normal foram utilizados testes paramétricos para a analise estatistica. A analise de
variancia (ANOVA) one-way com medidas repetidas foi utilizada para avaliar o efeito do
HIIE nos parametros de estado redox (TBARS, GSH, CAT e SOD) e na morte celular por
apoptose. A ANOVA two way com medidas repetidas foi usada para avaliar o efeito HIIE

sobre a proliferacéo celular, producdo de citocinas e a expressao de marcadores de ativacdo
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FIGURA 5. Estratégia de analise para os marcadores de ativacdo de linfécitos. A - grafico de distribuicdo
pontual FSC x SSC foram utilizados para a selecdo dos linfdcitos. A analise do percentual de células
CD4'CD69" e CD4'CD25" (B), CD8""CD69* e CD8""CD25" (C) e CD19" CD69" (D) foram realizadas em
graficos de distribuicdo pontual para os fluorocromos utilizados. Todos os graficos ilustram a frequéncia de

células oriundas de culturas estimuladas com SEB.

induzidas pelo SEB entre 0s momentos (pre-ex, pos-ex, 30 min pos-ex). A significancia da
diferenca entre as médias obtidas foi determinada pelo post hoc de Tukey. Para comparacao
de parametros da amostra e do HIIE entre os dois estudos foi utilizado o Teste t de Student.
Os graficos apresentados foram confeccionados no programa GraphPad Prism 5 (GraphPad

Software Inc., San Diego, CA, EUA).
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5.0 Resultados

Este estudo foi dividido em duas etapas experimentais. Na primeira etapa, que avaliou
0 efeito agudo de uma sessdo de HIIE sobre a resposta proliferativa e de secrecdo de citocinas
ao estimulo por superantigeno, e equilibrio redox de PBMC, participaram do estudo 10
voluntarios. Na segunda etapa, que avaliou o efeito agudo do HIIE na expressdo de
marcadores de ativacdo nas subpopulacGes de linfécitos, participaram 6 voluntarios. Os dados
referentes as caracteristicas fisicas e fisiolégicas dos voluntarios dos dois estudos estdo
apresentados na tabela 2. Nao observamos diferenca estatistica (p > 0,05) na comparacao da
idade, IMC e VO pico dos voluntarios dos dois estudos. Os dados também demonstram que, de
acordo com os criterios de inclusdo, os voluntarios que participaram dos dois estudos, eram

jovens, ndo treinados e eutroficos.

TABELA 2. Caracteristicas fisicas e fisioldgicas dos voluntarios.

Caracteristicas Estudo 1 Estudo 2

Idade (anos) 23,7+11 21,3+18

IMC (kg/m?) 21,3+0,8 21,9+0,7

VO,pico (MLO,/kg/min) 336+£1.2 36,6 +£1,8
Poténcia maxima (W) 1723+7,0 233,8+19,2"

Dados apresentados em média + EP. IMC = indice de massa corporal. Estudo 1, n = 10. Estudo 2, n = 6. Somente
a poténcia méxima apresentou diferenca estatistica entre os estudos, as demais variaveis ndo apresentaram
diferencas significativas entre os estudos 1 e 2. Teste t de Student. * p <0,05.

Os dados de frequéncia cardiaca média e percepcdo subjetiva do esforco média,
durante o estimulo e os intervalos de recuperacdo do HIIE, dos dois estudos, estdo

apresentados na tabela 3.
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TABELA 3. Parametros fisiol6gicos dos voluntérios durante o HIIE.

Parametro Estudo 1 Estudo 2
FC média do estimulo do HIIE (bpm) 144,0 + 6,1 157,0+5,1
FC média da recuperacdo do HIIE (bpm) 117,0£5,2 120,0£4,5
PSE média do estimulo do HIIE 13,0+ 0,6 13,0+ 0,9
PSE da recuperacédo do HIIE 11,0+ 0,6 10,0+ 0,4

Dados apresentados em média + EP. FC = frequéncia cardiaca, PSE = percepcéo subjetiva de esforgo, bpm =
batimentos por minuto, HIIE = exercicio intervalado de alta intensidade. Estudo 1, n = 10. Estudo 2, n = 6. Nao
foram observadas diferencas significativas, considerando os pardmetros apresentados, entre os estudos 1 e 2.
Teste t de Student.

Os dados da frequéncia cardiaca média e percepcdo subjetiva do esforco média,
durante os estimulos e intervalos de recuperacdo do HIIE, indicam a diferenca entre o periodo
de estimulo e repouso, mostrando o aumento da FC e PSE durante o estimulo e diminuigéo na
recuperacdo ativa, o que confirma o modelo de exercicio proposto (intervalado de alta
intensidade). Demonstrou ainda que ndo houve diferenca entre os dois estudos, mostrando
assim que a intensidade do estimulo provocou as mesmas alteracdes em FC e PSE.

Na sequéncia serdo descritos primeiramente os resultados do estudo 1 (contagem
global e diferencial de leucdcitos, indice de proliferacdo celular, concentragédo de IL-2 e IFN-y
no sobrenadante da cultura de PBMC e estado redox das PBMC), e em seguida os resultados
do estudo 2 (viabilidade celular, frequéncia da expressdo dos marcadores de ativacdo de

linfocitos CD25 e CD69 e frequéncia das subpopulacgdes linfocitarias).

5.1 Estudo 1 - Efeito do HIIE sobre a funcédo de linfdcitos e estado redox das

PBMC
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Observamos aumento significativo (p < 0,001) dos leucdcitos totais imediatamente
ap6s o HIIE. Porém, 30 minutos apds o exercicio o nimero de leucdcitos retornou aos
valores pré-exercicio, caracterizando assim uma leucocitose temporaria induzida pelo HIIE.
Na contagem diferencial observamos diferenca estatistica somente em neutréfilos
segmentados (p = 0,02) (tabela 4).

TABELA 4. Efeito do HIIE sobre a contagem global e diferencial de leucécitos.

Células/mm® Pré-ex Pos-ex 30 min p6s P
Leucdcitos totais 5883,0+357,0 6978,0+323,6° 6141,0+270,3" <0,001
Monécitos 351,9 + 59,6 516,5 + 60,2 391,1 95,0 0,34
Linfécitos 24830+286,6 2741,0+1916 2248,0+2768 0,13

*

Neutrdfilos segmentados  2793,0 + 212,5 3460,0 + 249,1 3227,0 £ 278,2 0,02

Neutrofilos bastonetes 89,6 +27,6 59,1 +23,7 109,5 + 39,7 0,47
Basofilos 21,8+218 39,4 +39,4 31,7+225 0,58
Eosindfilos 100,3 + 63,9 161,5 + 64,4 68,9 + 36,5 0,47

Dados apresentados em média + EP. Pré-ex = pré-exercicio, p6s-ex = imediatamente apds exercicio, 30min pos-
ex = 30 min ap6s o exercicio. Anova one-way com medidas repetidas; post-hoc de Tukey. N = 10. ~ diferenca

estatistica entre pré-ex e pos-ex, ~ diferenca estatistica entre pos-ex e 30 min pos.

Na figura 6 estdo representados os dados do efeito de uma sessdo de HIIE sobre a
proliferacdo de linfécitos em resposta ao estimulo por SEB. A analise inicial mostrou
interacdo entre o exercicio e o estimulo superantigénico (p = 0,01). A resposta proliferativa
das PBMC ao SEB imediatamente ap0s e 30 minutos apos a sessdo de HIIE foi menor,
comparado ao pré-ex (p = 0,02).

A reducdo da proliferacdo induzida por SEB pode ser resultado da reducdo do
percentual de células que entraram no ciclo celular. Assim, avaliamos também o percentual de
células em M1, ou seja percentual de células que ndo se dividiram apés 5 dias de estimulacdo

com o SEB. NGs observamos que o percentual de células em M1 foi aproximadamente 35%
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maior imediatamente apds o exercicio (16,1 + 13,3%) em compara¢do com pré-exercicio

(12,0 = 8,2%) (p = 0,05, Anova one-way com medidas repetidas, post hoc de Tukey).
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FIGURA 6. Efeito do HIIE sobre a proliferacdo de linfécitos induzida por SEB. Dados apresentados como
média + EP. #p < 0,05, em comparacdo com células ndo estimuladas, em todos os momentos. * p < 0,05, entre 0s
momentos. Pré-ex = antes do exercicio, pés-ex = imediatamente apds o exercicio, 30 min p6s-ex = 30 min apos o

exercicio. Anova two-way com medidas repetidas; post-hoc de Tukey. N = 10.

Como a resposta proliferativa, vimos também que o exercicio modulou a secrecao de
citocinas pelas PBMC, induzida por SEB. Interacdo entre o exercicio e o estimulo
superantigénico (p = 0,03) foi também observado para a producdo de IL-2. Os dados da figura
7A mostram aumento (p = 0,006) da concentracdo de IL-2 no sobrenadante da cultura 30
minutos apds o exercicio, quando comparado com o pré-exercicio. Ndo foi observado efeito
do exercicio sobre a secrecdo de IFN-y (figura 7B) (p = 0,37). A producdo de IL-4 ndo foi
detectada no sobrenadante da cultura (dado ndo mostrado).

O efeito do exercicio sobre o estado redox das PBMC é mostrado na figura 8. Foi
observado aumento da concentracdo de TBARS (p = 0,02), 30 minutos apds 0 exercicio,
quando comparado com o pré-ex (figura 8A), enquanto que nenhum efeito do exercicio foi

observado no conteudo de GSH das PBMC (figura 8B). Ja a atividade da CAT nas PMBC foi
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reduzida (p = 0,04) 30 min apo6s o exercicio (figura 8C), quando comparada ao pré-ex.
Nenhum efeito do HIIE foi observado para a atividade da SOD (figura 8D). Esses resultados
demostram alteracdo do equilibrio redox 30 minutos ap6s HIIE, caracterizado por elevacéo na

concentracdo de TBARS e reducdo na atividade da CAT.
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FIGURA 7. Efeito do HIIE sobre a secre¢do de citocinas por PBMC em resposta a estimulagdo com SEB.
(A) Concentracdo de IL-2 no sobrenadante da cultura. (B) Concentracdo de IFN-y no sobrenadante da cultura.
Dados apresentados como média + EP. #p < 0,05, em comparacdo com células ndo estimuladas, em todos 0s
momentos. * p < 0,05, entre 0s momentos. Pré-ex = antes do exercicio, pés-ex = imediatamente apds 0 exercicio,

30 min pos-ex = 30 min ap0s o exercicio. Anova two-way com medidas repetidas; post-hoc de Tukey. N = 10.
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FIGURA 8. Efeito do HIIE no estado redox das PBMC. A = concentracdo de TBARS; B = contelido de GSH.
C = atividade da CAT; D = atividade da SOD. Dados apresentados como média + EP. *p < 0,05, em comparacao
com pré-ex. Pré-ex = antes do exercicio, pés-ex = imediatamente ap6s o exercicio, 30 min pos-ex = 30 min apos

0 exercicio. Anova one-way com medidas repetidas; post-hoc de Tukey. N = 10.

5.2 Estudo 2 — Efeito do HIIE sobre a expressdo de marcadores de ativacdo
celular

Como observamos reducdo da resposta proliferativa de PBMC, associada com o
aumento da concentracdo de IL-2 no sobrenadante da cultura de células estimuladas por SEB,
foi realizado um segundo estudo para avaliar o efeito do HIIE na expressdo de marcadores de
ativacdo celular induzida por SEB em subpopulacdes de linfocitos e a viabilidade dos
linfocitos.

Como pode ser observado na tabela 5, ndo houve diferenga significativa na frequéncia

de células viaveis, apoptéticas ou necréticas imediatamente apdés e 30 minutos apés o
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exercicio, comparado com o pré-exercicio. Estes resultados mostram que o HIIE néo altera a
viabilidade de PMBC.

Em relacdo a expressdo dos marcadores de ativacdo celular, a analise inicial mostrou
interacdo entre o exercicio e o estimulo superantigénico (p < 0,001). Observamos que a
frequéncia de células CD4"CD25" (figura 9A) (p < 0,001) e CD4"CD69" (figura 9B) (p <
0,001 ; poder = 0,98 e tamanho do efeito = 0,53) foi menor imediatamente ap4s o exercicio,

sugerindo menor ativacéo de células T pelo estimulo superantigeno apés o HIIE.

TABELA 5. Efeito do HIIE sobre a viabilidade das PBMC.

pré-ex pOs-ex 30 min pos-ex p
Celulas viaveis (%) 76,9+ 8,8 76,6 £9,9 75,6 + 10,3 0,9
Apoptose recente (%) 22,3+85 22,8 £9,7 23,5+9,6 0,7
Apoptose tardia (%) 0,6 +0,4 0,5+0,3 0,7+0,6 0,3
Necrose (%) 0,2+0,1 0,1+0,0° 02+0,1" 0,05

Dados apresentados em média + EP. Pré-ex = pré-exercicio, p6s-ex = imediatamente apés exercicio, 30min pos-
ex = 30 min apés o exercicio. Anova one-way com medidas repetidas; post-hoc de Tukey. N = 10. " diferenca

estatistica entre pré-ex e pés-ex, ~ diferenca estatistica entre pos-ex e 30 min pos.

No entanto a frequéncia de células CD4" foi modificada pelo exercicio. Imediatamente
apos o exercicio a frequéncia de células CD4" foi 40% menor (p = 0,006, Anova one-way
com medidas repetidas, post hoc de Tukey) em relacéo ao pré-ex (33,5 + 20,6 % e 20,0 £ 11,0
— pré e pds-exercicio, respectivamente), embora tenha retornado a valores basais 30 minutos
apos o0 exercicio (27,3 + 12,2 %). Assim, quando a frequéncia de células CD4"CD25" (figura
9C) e CD4" CD69" (figura 9D) foi normalizada pela frequéncia total de células CD4", néo foi
observado efeito do exercicio, indicando que reducdo da frequéncia de células ativadas foi

consequéncia da reducdo do numero de células.
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Uma resposta semelhante foi observada para a ativagdo de células B (CD19") (figura
10). A frequéncia de células CD19°CD69" foi menor imediatamente apds o exercicio, em
comparagdo com pré-ex (p < 0,01) (figura 10A). No entanto também foi observada reducéo (p
= 0,02, Anova one-way com medidas repetidas, post hoc de Tukey) do total de linfocitos
CD19" (10,2 £ 5,1%, 5,4 + 1,9%, pré e pés-exercicio, respectivamente), que também retornou
aos valores pre-exercicio 30 minutos apos o exercicio (10,9 + 3,7%). Neste contexto, ndo
houve efeito do exercicio sobre a ativacio das células B quando a frequéncia de CD19°CD69"

foi normalizada pelo nimero total de células CD19" (figura 10B).
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FIGURA 9. Efeito do HIIE sobre a ativacao das células T auxiliares por SEB. A = Frequéncia de linfocitos
CD4'CD25". B = Frequéncia de linfocitos CD4'CD69". C = Frequéncia de células CD4"CD25" na subpopulagio
de células T auxiliares (CD4"). D = Frequéncia de células CD4"CD69" na subpopulacéo de células T auxiliares
(CD4"). Dados apresentados como média + EP. #p <0,05, em comparagdo com células ndo estimuladas, em

todos os momentos. * p <0,05, entre 0s momentos. Pré-ex = antes do exercicio, pos-ex = imediatamente ap6s o
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exercicio, 30 min pds-ex = 30 min apds o exercicio. Anova two-way com medidas repetidas; post-hoc de Tukey.
N =6.

N&o foi observado efeito do exercicio (p = 0,36) na frequéncia de células T citotdxicas
(CD8"") (pré-ex: 19,2 + 7,1%, pds-ex: 16,9 + 6,3% e 30 min pés-ex: 17,5 + 5,0%) e, desta
forma, nenhum efeito do exercicio sobre a frequéncia de marcadores de ativacdo, induzida

pelo SEB, CD25 (figura 11A) e CD69 (figura 11B) foi observada.
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FIGURA 10. Efeito do HIIE sobre a ativacdo de células B por SEB. A = Frequéncia de linfdcitos
CD19°CD69". B = Frequéncia de células CD19°CD69" na subpopulacio de células B (CD19%). Dados
apresentados como média + EP. #p <0,05, em comparagdo com células ndo estimuladas, em todos os momentos.
*p <0,05, entre 0s momentos. Pré-ex = antes do exercicio, pds-ex = imediatamente apds o exercicio, 30 min pos-

ex = 30 min apds o exercicio. Anova two-way com medidas repetidas; post-hoc de Tukey. N = 6.
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FIGURA 11. Efeito do HIIE sobre a ativagdo de células T citotoxicas pelo SEB. A - Frequéncia de linfdcitos
CD8"""CD25+. B - Frequéncia de linfocitos CD8""CD69+. Dados apresentados como média + EP. #p <0,05,
em comparagdo com células ndo estimuladas, em todos 0s momentos. Pré-ex = antes do exercicio, pds-ex =
imediatamente ap6s o exercicio, 30 min poés-ex = 30 min apds o exercicio. Anova two-way com medidas

repetidas; post-hoc de Tukey. N = 6.
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6.0 Discusséo

Este trabalho mostra, pela primeira vez, o efeito de uma sessdo HIIE sobre a funcdo e
estado redox de células mononucleares do sangue periférico. Nossos resultados mostram que
ap6s o HIIE a resposta proliferativa de células mononucleares do sangue periférico em
resposta a estimulacdo com superantigeno SEB foi reduzida, apesar do aumento da
concentracdo de IL-2 no sobrenadante da cultura. O HIIE também induziu desequilibrio redox
em células mononucleares, marcado pelo aumento da concentracdo de TBARS e reducdo da
atividade da catalase.

Como os linfocitos T sdo essenciais para a resposta imune adaptativa, estes tém sido o
foco de varios estudos que investigam a relacdo entre a funcdo imunoldgica, exercicio e satde
do atleta (THARP e PREUSS, 1991). Visto anteriormente que a proliferagdo de linfocitos é
uma etapa crucial na resposta imune adaptativa na erradicacdo de infeccdes, uma forma de
avaliar a funcéo dos linfocitos T € determinar o indice de proliferacdo nestas células.

Devido a sua caracteristica de baixo volume, o exercicio intervalado ganhou destaque
como modalidade de treinamento para individuos nao atletas nos altimos anos
(BURGOMASTER et al, 2005, 2006, LITTLE et al, 2010). No entanto, tem sido proposto
que o exercicio de alta intensidade possa diminuir a fungdo imunoldgica (MOREIRA et al,
2009). Como mostrado, a resposta proliferativa de linfécitos a estimulacdo com SEB foi
reduzida apds o HIIE. A proliferacdo de linfocitos ao estimulo antigénico é um evento inicial
na inducdo da imunidade adquirida, e que reflete o grau de ativacdo das populacdes
linfocitarias, sendo um importante episodio junto a complexa rede de estimulos inflamatérios
imune-mediados (BOYMAN et al, 2007). Neste contexto, a reducdo observada sugere um
efeito imunossupressor da sessédo de HIIE.

Apesar de nenhum outro estudo ter investigado a resposta proliferativa de linfocitos

ap6s o HIIE, tem sido observada diminui¢cdo da resposta proliferativa de linfocitos em
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resposta ao estimulo com mitégenos, apds o exercicio continuo de longa duracdo (NIEMAN
et al, 1994; VIDER et al, 2001). Nieman et al, (1994) avaliaram o efeito de duas sessdes de
exercicio continuo, uma de intensidade moderada (45min, 50% do VO,max) e outra de alta
intensidade (45 min, 80% VO,max), na resposta proliferativa de linfocitos de individuos
jovens e bem condicionados estimulados, in vitro, por ConA. A resposta proliferativa dos
linfécitos ao estimulo por ConA foi menor 1 e 2 horas apds o exercicio continuo. De maneira
similar Vider et al., (2001) observaram diminuicdo da resposta mitogénica de linfécitos ao
estimulo por ConA e PHA em individuos jovens treinados que realizaram exercicio em esteira
até a exaustdo.

Ja Tvede et al (1994) demonstraram que a resposta proliferativa de células CD4" ndo
alterou durante o exercicio, mas a contribuicdo da subpopulacdo de células CD4" na
proliferacdo declina, devido a uma diminuicdo da proporcdo de células CD4". Green,
Rowbottom e Mackinnon (2003) relataram reducéo na resposta proliferativa de linfocitos ao
estimulo por PHA, em individuos jovens treinados, apds 60 minutos de corrida em esteira, a
95% do limiar anaerdbico. Porém, foi observado reducdo significativa no percentual das
células T CD3", e, portanto, quando avaliou-se a proliferagdo celular considerando apenas as
células CD3", ndo houve efeito do exercicio na proliferacio, demonstrando que a diminuicio
da proliferacdo seria decorrente da reducdo do nimero de linfocitos T em circulacdo apos o
exercicio. Embora, em nosso estudo, ndo tenhamos realizado esta andlise, ndo podemos
descartar que a reducdo observada na proliferacdo celular seja decorrente de alteracdo na
distribuicdo das subpopulacdes de linfocitos, como sera discutido mais a frente.

Uma diferenca deste estudo para os citados anteriormente, é a utilizacdo de estimulos
diferentes. O que vale ressaltar nesse estudo é a estimulacdo dos linfécitos com o
superantigeno SEB, que reproduz, de uma forma mais proxima, a ativacdo antigénica de

linfocitos. 1sso ocorre porque 0s superantigenos sdo apresentados as células T ligados as
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regides invariantes da molécula de MHC de classe Il das células apresentadoras de antigeno
(FLEISCHER et al, 1989; DELLABONNA et al, 1990; LANDO et al, 1993).

Em contraste com a reducdo da resposta proliferativa, a concentragdo de IL-2 no
sobrenadante da cultura foi maior apdés o HIIE. Apenas um estudo avaliou o efeito HIIE sobre
a producdo de citocinas. Zwetsloot et al (2014) avaliaram o efeito agudo do HIIE na
concentracdo plasmética de citocinas, em individuos jovens, ativos recreacionalmente
(VO,max = 49,2 + 2,6 mLO,/kg/min), utilizando um protocolo de exercicio muito semelhante
ao deste estudo (8 estimulos de 60 s a 100% do VO,max (314 + 45W), intercalados de 75 s a
50W totalizando 20 minutos de exercicio. Foi observado aumento nas concentracdes de IL-6,
IL-8, IL-10, TNF-0, MCP-1, entretanto ndo foi observado nenhuma alteracdo em IFN-y, IL-
1B e fator de estimulagao de macrofagos e granulécitos (GMCSF). Entretanto esse estudo
avaliou a concentracdo sistémica das citocinas, ou seja, no soro sanguineo o0 que nao nos
permite comparacdo visto que avaliamos a producéo de citocinas em cultura de PBMC.

IBFELT et al (2002) avaliaram a producio de IFN-y, IL-4 e IL-2 por células T CD4" e
CD8" ap0s estimulo com forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) e ionomicina, em individuos
jovens antes, imediatamente apos e duas horas ap6s um exercicio continuo de longa duragédo
(1,5 horas a 75% do VO,;max). Ndo houve diferenca na expressdo de IFN-y apds o exercicio,
mas 2 horas apds o exercicio a expressdo de IFN-y produzidas pelas células T CD8" foi
reduzida. Ja a expressdo de IL-2 e IL-4 nas subpopulagdes CD4 e CD8 ndo foram alteradas
pelo exercicio.

Além das dificuldades inerentes a comparacdo com estudos que avaliam protocolos de
exercicio continuos, vale salientar também a diferencas nos métodos de quantificacdo de
citocinas. Neste estudo as citocinas foram quantificadas no sobrenadante de culturas,
estimuladas por 18 horas, por ELISA. Uma limitacdo em relacdo a esta abordagem é a

impossibilidade de se conhecer a fonte produtora da citocina, além da possibilidade de
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consumo da citocina pelas células na cultura, o que dificulta a comparacdo dos nossos
resultados com a literatura.

A menor resposta proliferativa associada a maior concentracdo de IL-2 no
sobrenadante da cultura parece contraditorio, uma vez que esta citocina é o principal fator
indutor da proliferacdo de linfocitos (ZHANG, 2006). No entanto, como ja& mencionado, a
medida da concentracdo de IL-2 no sobrenadante da cultura pode nédo refletir exatamente o
quanto desta citocina foi produzido, considerando o seu consumo pelas células em cultura.
Neste contexto, a maior concentragédo de IL-2 pode refletir o consumo reduzido desta citocina
pelas células, o que levaria a reducdo da proliferacdo celular observada. Isso sugere que a
expressdo de CD25, a cadeia o do receptor da IL-2, poderia estar diminuida apés o HIIE.

Em paralelo com a reduzida resposta proliferativa dos linfocitos e o aumento na
concentracdo de IL-2 no sobrenadante de cultura, nossos dados mostram também um
desequilibrio redox celular depois da sessdo de HIIE, indicado por aumento da concentracao
de TBARS e reduzida atividade de catalase nas PBMC. Embora haja uma visdo geral de que,
de acordo com a intensidade, uma sessdo aguda de exercicio pode promover desequilibrio
redox em células e tecidos, incluindo as células do sistema imune, os estudos com linfdcitos e
com HIIE sdo escassos. Apenas um estudo avaliou o efeito do HIIE em pardmetros de
equilibrio redox em linfocitos (FISHER et al, 2011). Individuos recreacionalmente ativos
foram submetidos a uma sessdo de HIIE baseada no teste de Wingate, onde o individuo
realizou 4 ciclos compostos de 30 segundos a 90% da poténcia maxima intercalados com 4
minutos de recuperacdo a 15% da poténcia maxima. Foi coletado sangue periférico para
analise de marcadores de estresse oxidativo antes, imediatamente apos, 3 e 24 horas ap06s. Os
resultados indicaram, diferente dos achados deste estudo, que linfocitos respondem a uma
sessdo aguda de HIIE com aumento na atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e

glutationa peroxidase, acompanhado por aumento da peroxidacao lipidica no plasma.
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Tauler et al (2004) avaliaram o efeito de um teste maximo (exercicio de alta
intensidade e curta duracdo), realizado em cicloergdmetro, nas defesas antioxidantes de
linfocitos. Atletas amadores jovens foram submetidos a um teste, inicialmente a 50W de
poténcia, com aumento de 30W a cada 3 minutos, até que o individuo atingisse 0 VO,max.
Eles observaram diminuicdo da atividade de CAT e GPX nos linfdcitos dos individuos apds o
teste, semelhante, em parte, ao que observamos em resposta a uma sessdo aguda de HIIE.

Visto que o HIIE causou um desequilibrio redox nas PBMC, podemos associar esse
evento a diminuicdo na funcdo dos linfocitos, medida pela proliferacdo de linfocitos. A
literatura mostra que o0 estresse oxidativo pode induzir a apoptose de linfocitos,
provavelmente assim reduzindo sua funcdo (WANG e HUANG, 2005). Assim, a proliferacéo
de linfocitos prejudicada, possivelmente, devido ao desequilibrio redox poderia estar
associada a morte celular ou reduzida ativacdo celular. Neste contexto, o segundo estudo que
compde esta dissertacdo avaliou o efeito de uma sessdo de HIIE sobre a morte e ativacao
celular.

N&o observamos, apés o HIIE, aumento da morte por apoptose recente, tardia ou
necrose, 0 que sugere que a diminuicdo da proliferacdo celular ndo seria decorrente da
reducdo na viabilidade de linfécitos. Como ndo houve indugdo de morte, outra explicacao
para os resultados do estudo 1 seria a menor ativacdo de linfocitos em decorréncia do HIIE.
Inicialmente, nossos resultados indicaram menor ativacdo dos linfécitos T auxiliares e B por
SEB, apds o HIIE, ja que a frequéncia de células CD4" e CD19" positivas para CD25 e CD69
foi menor imediatamente apds o exercicio.

Ainda ndo existem relatos sobre o efeito do HIIE na ativacio
antigénica/superantigénica de linfécitos. Contudo, semelhante a este estudo, Vider et al
(2001) relataram reducéo da frequéncia de células T CD4" expressando CD69, induzida por

mitdgeno, em individuos jovens treinados imediatamente apds um teste incremental na esteira
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até a exaustdo. Em contraste, Ronsen et al (2001) ndo observaram efeito do exercicio
continuo (65 min a 70% VO, max) sobre a expressdo de CD69 em células T CD4" e CD8". E
de maneira similar, Green, Rowbottom e Mackinnon (2003) também ndo observaram
alteracdo na frequéncia de células T expressando CD69, induzida por mitdégeno, em
individuos jovens treinados, apds 60 minutos de corrida em esteira, a 95% do limiar
anaerabico.

A menor ativacdo dos linfocitos observada poderia, entdo, explicar a reduzida
proliferacdo e maior concentracdo de IL-2 observadas no primeiro estudo. No entanto a
frequéncia de células CD4" e CD19" foi, temporariamente, reduzida pelo exercicio. Assim,
quando a frequéncia de células CD25" e CD69" foram normalizadas pela frequéncia total de
células CD4" e CD19", néo foi observado efeito do exercicio, indicando que ndo houve efeito
do HIIE na ativacdo de linfocitos por SEB.

Vaérios estudos demonstraram uma concordancia qualitativa entre a ativacdo e a
proliferacdo de linfocitos, em que a expressdo de CD69 &€ um determinante eficaz das
respostas funcionais dos linfocitos T a uma variedade de estimulos (CARUSO et al, 1997;
MAINO, 1995; MARDINEY, BROWN e FLEISHER, 1996; TESTI, PHILLIPS e LANIER,
1989a; 1989b). Porém, embora seja essencial que os linfocitos T sejam ativados antes de
proliferarem, nem todas as células ativadas continuam até completar a divisdo celular. As
células ativadas podem seguir varias outras vias alternativas essenciais, incluindo a producéo
de citocinas, a citotoxicidade, a apoptose, ou morte induzida por ativacdo (BUDD, 2001), o
que poderia explicar a menor proliferacdo observada ap6s o exercicio, apesar deste nao ter
afetado a ativacdo celular.

Outra possivel explicacdo para a alteracdo da funcdo celular observada ap6s o HIIE
pode estar na propria técnica utilizada para a quantificacdo da proliferagdo. Geralmente, nos

ensaios de proliferacdo, um numero constante de células (PBMC) € usada para avaliar a
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proliferagdo, como foi realizado neste estudo. No entanto, o exercicio faz com que ocorra
tanto aumento no namero de linfécitos em circulagdo quanto uma alteracdo no percentual
relativo dos subconjuntos de linfdcitos. Isso inclui aumento no nimero de células NK e
células T, com aumento maior de NK em relagdo a células T (FRISINA et al, 1994),
aumentando a proporcdo de células NK em relagdo aos linfocitos T. As células NK nédo
proliferam em resposta a estimulagdo com superantigeno. Consequentemente, em ensaios
utilizando um numero fixo de PBMC, que consiste de uma mistura de varios subtipos
celulares, existem células capazes de responder menos a estimulacdo com superantigeno.
Assim, a alteracdo da composicao relativa de linfocitos € o um fator que pode contribuir para
a reducdo da resposta proliferativa observada apos o exercicio (HINTON eROWBOTTOM,
1997).

Neste contexto Green, Rowbottom e Mackinnon (2002) utilizaram de uma técnica com
microesferas magnéticas para a remocdo das celulas NK em PBMC. Neste modelo foi
avaliada a proliferacdo celular ao estimulo por PHA em 12 corredores treinados ap0s uma
corrida de 60 minutos, a 95% do VO;max. Nas culturas de PBMC totais foi observada
reducdo da resposta proliferativa apos o exercicio. Contudo, nas culturas livres de células NK
ndo houve efeito do exercicio na resposta proliferativa ao estimulo com PHA. Esses
resultados sugerem que a funcdo dos linfécitos (proliferacdo) ndo é alterada pelo exercicio.
Este estudo sugere que um fator interferente na mensuracdo da capacidade proliferativa de
linfocitos apds o exercicio parece ser a distribuicdo relativa das subpopulactes de linfocitos,
que é modificada pelo exercicio. Varios estudos tém relatado que as células CD3", CD4" e
CD8" em contagem total de linfocitos sdo reduzidas durante o exercicio, enquanto que as
células CD16" e células NK aumentam (PEDERSEN et al, 1994). Assim, a resposta
proliferativa dos linfocitos suprimida apds estimulacdo com mitdgeno pode indicar que as

células NK aumentaram mais do que as células T apds o exercicio.
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Nossos resultados sugerem que a composicdo relativa das PBMC utilizadas nos
ensaios de proliferacdo pode ter sido alterada em funcéo do exercicio, ja que o percentual de
células CD4" e CD19", mas ndo de células CD8", foi menor apds o HIIE. Embora ndo
tenhamos realizado a marcacdo especifica para a quantificacdo de células NK (CD3"
CD56°CD16%), verificamos também que a frequéncia de células que expressam baixos niveis
de CD8, que podem ser células NK, foi maior apds o exercicio (dados ndo mostrados). Como
as células NK ndo respondem ao estimulo superantigénico, a resposta proliferativa foi entdo
menor, mas ndo necessariamente porque os linfécitos tiveram sua resposta funcional reduzida,
e sim por estarem em menor propor¢éo na cultura celular. A favor desta hipotese observamos
também aumento da frequéncia de células localizadas em M1, que ndo proliferaram apds 5
dias de estimulo superantigénico, ap6s o HIIE. Assim, é possivel que a reduzida resposta
proliferativa observada apos o HIIE pode ndo ser decorrente de alteracbes na funcdo de
linfocitos, mas sim reflexo da alteracdo da composicao relativa das PBMC em resposta ao

exercicio, apesar do HIIE ter induzido, nas PBMC, desequilibrio redox.
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7.0 Concluséo

Nossos resultados mostram, portanto que, apesar do HIIE promover desequilibrio
redox nas PBMC, a resposta dos linfocitos ao estimulo superantigénico ndo é alterada. A
reducdo da resposta proliferativa é, possivelmente, reflexo da alteracdo da distribuicdo das

subpopulacdes linfocitarias em decorréncia do HIIE.
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ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Termo de esclarecimento
Projeto de pesquisa

Participacdo do estresse oxidativo na imunossupressdo induzida pelo exercicio de alta
intensidade: avaliacéo do efeito de uma sessdo de exercicio intervalado de alta
intensidade sobre a funcao de linfécitos e neutrofilos.

O objetivo do presente estudo é avaliar se o estresse oxidativo (producdo de radicais
livres) participa da diminuicdo das func¢des de neutrofilos e linfocitos induzida pelo exercicio
de alta intensidade, para o qual vocé foi escolhido por ser homem, ter entre 20 e 39 anos, ser
fisicamente ativos, ndo reportar doenca infecciosa, autoimune, crénico degenerativa ou de
hipersensibilidade e que ndo esteja fazendo uso de medicamentos com agdo antiinflamatoria
no periodo do estudo.

Sua participacdo no estudo consistird em doar 10 mL de sangue, que sera coletado por
puncao venosa com tubos a vacuo (da mesma maneira que € coletado quando vocé faz algum
exame de sangue), em data e horario a combinar. A partir do sangue serdo obtidos os linfocitos
para 0s experimentos em laboratorio. Os riscos de sua participacdo incluem hematoma (roxo
no local da coleta de sangue), dor, tontura, enjéo e de contaminacdo. A coleta sera feita por
pessoa treinada, em local limpo e reservado, equipado com maca, utilizando material estéril e
descartdvel. Ao doar seu sangue para este projeto vocé estara contribuindo para o
entendimento de como a producdo de radicais livres participa da diminuicdo das funcdes do
sistema imune (sistema de defesa). Os seus dados serdo mantidos em sigilo e sua identidade
ndo sera revelada. SO os pesquisadores envolvidos no projeto terdo acesso aos dados, que serdo
utilizados apenas para fins de pesquisa e divulgacéo cientifica em congressos, livros e revistas.
N&o esta prevista qualquer forma de remuneracdo pela sua participacdo no estudo e vocé ndo
terd nenhuma despesa (portanto, ndo estd previsto nenhuma forma de ressarcimento).
Quaisquer duvidas que possam surgir durante o andamento deste estudo por parte do
voluntario poderdo ser esclarecidas junto aos membros da equipe responsaveis pelo projeto,
pessoalmente ou por telefone. Vocé podera recusar e/ou deixar de participar deste estudo a
qualquer momento, sem nenhum constrangimento ou prejuizo na sua relacdo com o0s
pesquisadores e a UFVJIM. Os pesquisadores responsaveis por este projeto podem decidir

sobre a sua exclusdo do estudo por razdes cientificas, a respeito das quais vocé devera ser
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devidamente informado. Em caso de qualquer duvida devera e/ou poderé entrar em contato a
qualquer hora com a pesquisadora responsavel Profa. Etel Rocha Vieira pelo telefone 38
35317814 (etelvieira@terra.com.br).

Termo de livre consentimento pos-informado

Eu discuti os riscos e beneficios da minha participacdo no estudo intitulado “Participago
do estresse oxidativo na imunossupressdo induzida pelo exercicio de alta intensidade:
avaliacdo do efeito de uma sesséo de exercicio intervalado de alta intensidade sobre a funcéo
de linfocitos e neutrofilos.” com os pesquisadores envolvidos. Eu li e compreendi todos os
procedimentos que envolvem esta pesquisa e tive tempo suficiente para considerar a minha
participacdo no estudo. Eu perguntei e obtive as respostas para todas as minhas duvidas. Eu
sei que posso me recusar a participar deste estudo ou que posso abandona-lo a qualquer
momento sem qualquer constrangimento ou prejuizo. Eu também compreendo que 0S
pesquisadores podem decidir sobre a minha excluséo do estudo por razdes cientificas, sobre
as quais eu serei devidamente informado. N&o terei nenhuma remuneragdo e nenhum gasto
por participar do projeto. Tenho uma cépia deste formulario, o qual foi assinado em duas vias
idénticas e rubricadas.

Portanto, aqui forneco o meu consentimento para participar do estudo intitulado
“Participacdo do estresse oxidativo na imunossupressao induzida pelo exercicio de alta
intensidade: avaliacdo do efeito de uma sessdo de exercicio intervalado de alta intensidade
sobre a fungéo de linfocitos e neutrofilos.” durante todos os testes realizados.

Diamantina,

Assinatura do voluntario:

Testemunha:

Testemunha:

Declaro que expliquei todos os objetivos, beneficios e riscos deste estudo ao voluntario, dentro
dos limites de meus conhecimentos cientificos.

Pesquisador responsavel:

Etel Rocha Vieira
Comité de Etica em Pesquisa da UFVIM

Campus JK — Alto da Jacuba - Diamantina

Coordenacdo: Profe. Thais Machado Gaiad
(38) 35321240

cep.secretaria@ufvim.edu.br
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ANEXO 2

Questionario sobre Prontidao para Atividade Fisica (ACSM, 20000 PAR-Q

1 - Seu médico |3 mencionou Biguma vez que vocd fem uma condig2o cardisca e que vocd sO
deve realzar atvidade fisica recomendada por um médico ?

{ )Sim ( )Nao
2 — Vocé sanie dor no orax quando realiza atvidade fisica 7
{ )Sim ( )Nao

3 — No més passado (ou num pericdo recente), vocd teve dor tordcica quando ndo esiava
realzando atividade fisica 7

{ )Sim ( )Nao
4 — VocA perdeu o equilbrio por causa de fontura ou alguma wez perdeu & consciéncia ?
{ )Sm ({ )Nao

5 — Vocé tem algum problema 6sseo ou de articulagao que podena piorar am conseqdéncia de
uma alteragio em sus atividade fisica 7

{ )Sim ( )Nao

& — Seu madico exta prescrevendo medicamentos (Ex., pilulas) pama sus pressao ou condigao
cardiaca ?

{ )Sim ( )Nao
7 — Voca conhece alguma outra raz20 que n2o o parmita praticar atvidade fisica?
( )JSim ( )Nao

Li, entendi @ completei este questionario. Todas as davidas gue tive foram respondidas
satisfatoriamente.

Data: / / Assinatura do responsavel:

Assinatura:
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ANEXO 3

Fator de risco para doenca coronariana (ACSM, 1998)
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Fator Descricao Sim Nao

Idade Homem acima de 45 ou mulher acima de 55 anos

Colesterol Acima de 240 mg/DI

Pressao arterial | Acima de 240/90 ou usa medicamento para pressao

Tabagismo Fuma?

Diabetes E diabético?

Historia familiar | Pai ou irmao antes dos 55 ou, mae ou irma antes dos 65 anos cony
historico de ataque cardiaco?

Sedentarismo Atividade profissional sedentaria e menos de 30 min de atividafle pelq
menos 3 vezes por semana?

Obesidade Mais de 10kg de excesso de peso?

Diamantina , de de 20

Nome:

Assinatura:
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ANEXO 4
Versao brasileira do Veterans Specific Activity Questionnaire (VSAQ)

Este questionario tem como objetivo avaliar sua capacidade para realizacdo de atividades
diérias habituais. A seguir, serdo apresentadas varias atividades do dia-a-dia que aumentam de
modo crescente o nivel de esforgo e dificuldade necessarios para realiza-las. ApoOs a
identificagdo das atividades, pense cuidadosamente e indique a primeira atividade que, se
realizada por um determinado periodo (poucos minutos), causaria cansago intenso, falta de ar,
dor no peito ou vontade de parar por exaustdo. Se vocé ndo realiza normalmente alguma das
atividades em particular, tente imaginar como seria se as fizesse.

1 MET - Comer e vestir-se. Ficar deitado ou sentado assistindo televisdo. Trabalhar sentado
escrevendo, digitar no computador ou falar ao telefone.

2 METs - Lavar, passar ou pendurar roupas. Cozinhar, lavar pratos, mudar a roupa de cama,
levar lixo para fora, regar plantas, costurar a mdo. Tomar banho de chuveiro e secar-se (em
pé). Caminhar da casa para o carro ou Onibus. Descer 8 degraus de escada (1 lance). Fazer
compras (no mercado, no shopping). Carregar e arrumar as compras (esforco leve).

3 METs - Caminhar devagar (4km/h) sobre uma superficie plana um ou dois quarteirdes
(carregando ou ndo objetos com menos de 10 kg). Realizar trabalhos leves/moderados: lavar
carro, lavar janelas, limpar garagem, varrer o chdo, carregar crianga pequena de
aproximadamente 7 kg (esforco leve).

4 METs - Executar trabalhos leves no quintal (por exemplo: juntar e ensacar grama ou
folhas de arvore). Varrer garagem, calcada ou fora de casa. Cuidar de idoso ou adulto
incapacitado (ex.: ajudar a dar banho). Andar de bicicleta para trabalho ou lazer (< 16 km/h).

5 METs - Dangar socialmente (rapido). Caminhar, terreno plano, superficie firme, ritmo
bem rapido (6,5 km/h). Caminhar carregando um peso entre 0,5 e 7 kg em subidas (ex.:
pacote de arroz de 5 kg).

6 METSs - Fazer faxina. Nadar, em lago, oceano ou rio. Caminhar (7 km/h) em terreno plano,
superficie fi rme, ritmo extremamente rapido. Mudar moveis pesados de lugar (arrastar).

7 METs - Subir ladeira a pé. Futebol casual. Correr (7,5 km/h) ou nadar, em velocidade
lenta, esforco leve a moderado. Carregar compras escada acima. Carregar um peso de
aproximadamente 30 kg (uma crianca).

8 METs - Correr 8 km/h, moderadamente, em superficies planas (7,5 min.km™), subir escadas
rapidamente. Carregar compras e pesos moderados (7 a 18 kg) subindo escadas.

9 METs - Andar de bicicleta em velocidade moderada. Correr 8,3 km/h (7,1 min. km™).
Subir morros com peso de 20 kg.
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10 METs - Nadar em ritmo acelerado, esforgo vigoroso. Subir uma ladeira de bicicleta.
Correr a 10 km por hora (6,2 min. km-1). Futebol competitivo. Carregar peso entre 22 e 34
kg em subidas.

11 METs - Andar de bicicleta em ritmo acelerado e continuo. Correr 11 km/h (5,3 min. km-1)
ou correr no campo (terreno irregular com subida). Nadar estilo crawl, velocidade rapida (70
m/min), com esforco vigoroso. Carregar uma carga pesada (ou seja, uma crianga) subindo até
2 lances de escada.

12 METs - Correr em ritmo acelerado e continuo (em superficie plana 2 km em tempo < 10
minutos ou 12 km/h). Ciclismo estacionario (250 W), esfor¢co muito vigoroso. Carregar peso
superior a 34 kg em subida.

13 METs - Realizar qualquer atividade competitiva, incluindo aquelas que envolvam correr a
toda velocidade (muito rapido) e de forma intermitente. Correr a aproximadamente 13 km/h
(4,6 min.km-1). Correr ou remar competitivamente, corridas de bicicleta.



