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RESUMO

O Diabetes Mellitus (DM) estd associada a diversas complicagdes, incluindo redugdo do
condicionamento fisico e alteragdo da func¢do pulmonar. O nimero de evidéncias sugerindo o
envolvimento da inflamagdo sistémica na fisiopatologia do DM e suas complicagdes € crescente. O
objetivo do presente estudo foi avaliar o fungdo cardiorespiratoria em repouso e durante o exercicio
fisico em individuos portadores de DM e verificar a sua relagdo com mediadores inflamatorios.
Participaram do estudo 19 homens portadores de DM (51,16 anos + 5,92) e 19 controles saudédveis
(48,79 anos + 7,47). As avaliagdes incluiam: teste de func¢do pulmonar, teste de exercicio
cardiopulmonar com protocolo incremental em cicloergdmetro, concentragcdes plasmaticas de lipidios
e de HbA . e o perfil de producdo intracelular de citocinas linfocitarias em sangue periférico. No
teste de exercicio verificamos que a poténcia maxima, frequéncia cardiaca pico (FCpic,), consumo de
oxigénio no pico do exercicio (VOapico) € no limiar de anaerobiose (VOr4) € a taxa de troca gasosa
(RER) foram significativamente menores em individuos do grupo diabético. Nao houve diferenca
entre os grupos em relagdo a idade, concentracdo plasmatica de lipidios, proteina C-reativa (PCR),
perfil de produc¢ao linfocitaria das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-4, IL-10 e IL-17. Também nao foram
observadas diferengas entre os grupos no teste de funcao pulmonar, porém alteragdes nessas varidveis
foram preditivas para DM. Concluindo, nossos resultados confirmam a reducdo da capacidade
cardiopulmonar em individuos com DM. A inflamagdo sistémica associada ao DM pode ser
influenciada por outros fatores ausentes na amostra estudada. Adicionalmente, os dados sugerem
anormalidades espirométricas como fatores preditivos para o diabetes mellitus.
Palavras-chave: diabetes mellitus, fun¢dao pulmonar, teste de exercicio cardiopulmonar, inflamagao,

citocinas



ABSTRACT

Diabetes Mellitus (DM) is associated with many complications, including impairment of
cardiorespiratory fitness and pulmonary function. Increasing evidences has suggested that
comorbidities and systemic inflammation may be involved. The objective of this study was to
evaluate cardiorespiratory function in rest and exercise in adults with DM and to verify the
relationship between inflammation. Nineteen men with diabetes (51,16 years + 5,92) and nineteen
control subjects (48,79 years = 7,47) were studied. All individuals were subjected to incremental
cardiopulmonary exercise test in cycle ergometer, spirometry, intracellular cytokine lymphocyte
profile, lipid and c-reactive protein (CRP) plasma concentration. In the exercise test, maximal
overload (W), peak heart rate (HRcak), oxygen consumption at peak (VOppeax) and at anaerobic
threshold (VO,ar), respiratory exchange ratio (RER) were significantly lower in patients with DM
than in control subjects. Control subjects and individuals with DM were not different in age, blood
pressure, lipid and CRP plasma concentration and intracellular cytokine lymphocites production of
TNF-a, IFN-y, IL-4, IL-10 e IL-17. No significant differences were noted in pulmonary function
variables, but abnormalities in these data were predictors to DM. In conclusion, the results confirm
impairment of the cardiopulmonary fitness in subjects with DM. The inflammation associated with
DM might be influenced by other factors absent in our sample. In addition, the data suggest
spirometric abnormalities as predictive to diabetes mellitus
Keywords: Diabetes Mellitus, pulmonary function, cardiopulmonary exercise test, inflammation,

cytokines
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1.INTRODUCAO



1.1 Diabetes Mellitus

Na ultima década, o diabetes mellitus (DM) se tornou um importante problema de saude
publica de ordem mundial, por sua alta freqiiéncia na populagdo, suas complicagdes, elevada
mortalidade, altos custos financeiros e sociais envolvidos no seu tratamento e a deterioracao
significativa da qualidade de vida dos seus portadores (1; 2). O aumento da prevaléncia de
sobrepeso e obesidade esta associado ao crescente numero de casos de DM (3; 4).

O DM ¢ uma sindrome metabodlica cujo marco clinico ¢ a hiperglicemia, mas que se
constitui em desordem do metabolismo ndo s6 de carboidratos, como também de proteinas e
lipidios. As duas principais formas clinicas sdo o DM tipo 1 (DM1), que decorre da destruicao
imunologica das células 3 pancredticas causando a auséncia do hormonio pancreatico insulina, e
o DM tipo 2 (DM2) causado pela produgdo deficiente da insulina e/ou resposta ineficiente dos
tecidos sensiveis a ela (5; 6) e responsavel por 90 a 95% dos casos (7).

A incidéncia e prevaléncia do DM2 estdo aumentando, alcangando proporcdes
epidémicas. Espera-se que de 2000 a 2030 duplique o numero de individuos diabéticos no
mundo, sendo este aumento acompanhado de mudangas na distribuicdo demografica, com
crescimento da proporcao de individuos com idade superior a 65 anos (8), visto que atualmente a
maioria dos diabéticos possuem idade entre 45 e 64 anos (9).

No Brasil, os dados de prevaléncia do DM2 sdo semelhantes aos da Europa e Estados
Unidos. Segundo uma estimativa recente referente a prevaléncia global de diabetes, em 2000 o
Brasil acupava a oitava posi¢do em ntimero de casos de DM (aproximadamente 4,6 milhoes),
prevendo-se que em 2030 o pais passe a ocupar a sexta posicdo com aproximadamente 11,3
milhdes de casos (8). Localmente, um estudo com a populacdo urbana de Sao Carlos observou
prevaléncia de 13,5% de DM na populacdo com idade de 30 a 79 anos, sendo superior a

observada em estudos nacional e regional prévios (10).



Diversas complicagdes estdo associadas ao DM, dentre elas: hipertensdo, dislipidemia,
microangiopatia, macroangiopatia, aterosclerose, neuropatias diversas (4; 11), reducdo do
condicionamento cardiopulmonar (12) e reducdo da fun¢do pulmonar (13). A hiperglicemia
prolongada no DM causa uma variedade de alteracdes patoldgicas em pequenos vasos, artérias e
nervos periféricos, afetando primariamente as células do endotélio vascular, além de levar ao
aumento na producao de espécies reativas do oxigénio que causam lesdes oxidativas (14). O
aumento na formacao de derivados glicosilados estimula a elevagdo do fluxo de glicose na via
das aldose-redutases, resultando em acumulo de sorbitol, que em grande quantidade possui
efeitos toxicos que provocam a desmilienizagdo segmentar e lesdo axonal irreversivel dos nervos
(14). Algumas evidéncias indicam que a hiperglicemia ¢ o principal fator na inicia¢do e
progressao de complicagdes microvasculares associadas ao DM (15).

A hiperglicemia e o aumento de acidos graxos livres, triglicérides e aminoéacidos no
estado de jejum, além de ocasionar alteragdo qualitativa no perfil lipidico, com predominio de
LDL, esta associado ao maior risco de aterosclerose e doengas cardiovasculares (16; 17). Além
disso, o DM ¢ associado a menor sensibilidade baroreflexa e resposta cronotropica anormal,
alterando a regulacdo da frequéncia cardiaca (18). O risco de doenga cardiovascular ¢ quatro
vezes maior em individuos diabéticos comparado a nao diabéticos (17).

A associagdo entre DM e doengas cardiovasculares, que englobam isquemia miocérdica,
obstrucdo arterial periférica e doenca vascular cerebral, sdo as principais causas de mortalidade
nessa populacdo. O aumento da prevaléncia do DM ocasionard de maneira inevitavel o

crescimento da propor¢do de mortes por doengas cardiovasculares e outras complicacdes (8).



1.2 Alteracoes cardiopulmonares associadas ao DM

Disfun¢des cardiopulmonares em pacientes diabéticos assintomaticos sdo mais
prevalentes do que ¢ geralmente documentado (15). A reducao do desempenho no exercicio € um
importante preditor de eventos cardiovasculares em toda populagdo (19) e individuos diabéticos
possuem com frequéncia, menor tolerancia ao esforco fisico (20). O condicionamento fisico €
um forte preditor de mortalidade de homens diabéticos (21) independente da idade (22).

A capacidade de realizar exercicio depende de intmeros fatores como: atividade
neuromuscular, hemodinamica, mecanica ventilatoria, trocas gasosas, metabolismo energético e
respostas hormonais. Alteragdes em qualquer um desses fatores pode se refletir na menor
tolerancia ao esforgo fisico (23; 24).

O orgao efetor para a desempenho no exercicio fisico ¢ o musculo. O trabalho muscular
requer respostas fisioldgicas dos sistemas cardiovascular e pulmonar acoplados com o aumento
da taxa metabolica. A eficiéncia desse sistema requer (24):

- apropriada estrutura intracelular, substrato energético e concentragdes enzimaticas;

- capacidade de ejecdo cardiaca para prover a quantidade de sangue oxigenado necessario para
sustentar a producdo energética;

- Concentragdo adequada de hemoglobina no sangue;

- Circulagao pulmonar efetiva e ventilagcdo apropriada para garantir a oxigenagao do sangue;

- Mecanismos pulmonares fisiologicos e elasticidade da caixa toracica;

- Mecanismos de controle ventilatorio capazes de regular as tensdes de gas arterial e pH.

O teste de exercicio cardiopulmonar fornece informacdes referentes as respostas
metabolicas, ventilatorias e cardiovasculares durante o exercicio dindmico e sua natureza ndo
invasiva o torna uma ferramenta de grande interesse, visto seu importante potencial diagnostico

e prognostico (24; 25).



O uso de protocolos incrementais, que consiste no aumento de carga progressiva, em
testes de exercicio cardiopulmonar ¢ muito 1til para definir a tolerdncia ao exercicio € seus
fatores limitantes e estimar o limiar de anaerobiose (LA) e outros componentes da resposta
submdéxima ao esforgo progressivo (25).

O teste de exercicio cardiopulmonar fornece informagdes sobre o consumo de oxigénio
(VOy,), liberagdo de gas carbdnico (VCO;), volume-minuto expirado (também denominado
ventilagdo pulmonar, VE), pressdes parciais de O, e de CO; ao final da expiracao (PETO; e
PETCO,, respectivamente), volume corrente (VC) e frequéncia respiratéria, além do
comportamento de paramétros cardiovasculares como frequéncia cardiaca (FC) e pressdo arterial
(PA).

O consumo de oxigénio (VO,) representa a taxa de utilizagao corporal desse gas, podendo
ser limitado pela capacidade de oferecer oxigénio, transporte sanguineo ou pela capacidade de
captacao no musculo. Durante o exercicio, ocorre uma elevagao linear do VO,, VE ¢ VCO,. A
partir do LA, ocorre a mudanga das trocas gasosas para compensar a acidose metabolica
ocasionada pela liberacdo de acido latico pelos musculos. Este limiar marca a mudanga do
metabolismo de fonte energética com predominancia aerdbia para um metabolismo
preponderantemente anaerdbio, caracterizado por um aumento mais expressivo do VCO; e VE
em relacio ao VO,. O LA tem sido amplamente usado como marcador de aptidao
cardiopulmonar. Durante o exercicio incremental, o pico do consumo de oxigénio (VOzpico)
geralmente resume os processos que estdo ocorrendo no sistema de transporte desse gas, sendo
empregada como medida representativa da adequagao cardiopulmonar (25; 26).

Além do comportamento do VO,, VCO, e VE, a andlise das respostas ventilatorias e
metabolicas também ¢ realizada por meio das relagdes entre essas variaveis. A razao VCO,/VO,,

por exemplo, reflete a taxa de troca gasosa (RER), fornecendo informacgdes sobre o tipo de
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metabolismo utilizado como fonte energética e como indicador de exercicio maximo (27). A
relacdo entre a ventilacdo pulmonar, captagdo de oxigénio e liberagdo de gés carbonico (VE/VO,
e VE/VCO,) sao denominadas equivalentes ventilatorios. Estes equivalentes sdo utilizados para
auxiliar na deteccao nao invasiva do limiar de anaerobiose pelo método ventilatorio. Além disso,
esses equivalentes (em especial o VE/VCO;), no momento do LA, tém sido utilizados como
indicadores da eficiéncia ventilatoria (25).

Muitos estudos tém demostrado redugdo da capacidade de exercicio associado ao DM (3;
19; 28; 29). A diferenca do pico de consumo de oxigénio (VOqpico) €ntre pessoas saudaveis e
diabéticos chega a aproximadamente 20% (28). A reducdo significativa do condicionamento
cardiopulmonar (3; 19) e os menores valores de VOypic, em testes de exercicio tém sido
associados com multiplos fatores envolvidos nas complicagcdes do diabetes (19), dentre eles:
disfuncdo ventricular esquerda (30), alteracdes na perfusdo cardiaca € menor resposta da
frequéncia cardiaca durante exercicio submaximo pela neuropatia autonomica (15; 18),
alteragdes qualitativas no transporte de oxigénio em associagcdo a redugdo na cinética do VO,
(31), elevado requerimento ventilatorio durante o exercicio incremental (15; 31), redugdao da
difusdo dos gases e limitacdes na capacidade volumétrica do pulmao e no fluxo respiratorio de ar
(23). Entretanto, os mecanismos envolvidos nessas alteragdes ainda ndo estdo totalmente
esclarecidos (28; 29; 32).

O DM esté associado a redugdo da extragdo periférica do oxigénio (33). A hiperglicemia
tem influéncia negativa em importantes parametros associados com a regulagao do transporte de
oxigénio e sua utilizagdo (18). O controle glicémico inadequado desloca a curva de dissociagao
da oxihemoglobina, reduzindo sua afinidade com o oxigénio (24).

Brassard e colaboradores (18) observaram que a redug¢do da VE durante o exercicio

submaximo estava associada a altos valores de HbA, atribuindo esses resultados ao negativo
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impacto da hiperglicemia nas estruturas pulmonares. Individuos portadores de DM possuem um
padrdo respiratorio alterado devido a mudangas no quimioreflexo periférico o que modifica
negativamente a hiperpnéia do exercicio (34). Além disso, autopsias em pulmdes de individuos
com DM revelaram espessamento do epitélio alveolar e da lamina capilar basal e
microangiopatia (35-38) que afetam as trocas gasosas pulmonares contribuindo para reducao da
eficiéncia ventilatoria (38-40) e da capacidade de difusdo (38).

Em relagdo a fungdo pulmonar estatica, 60% dos adultos portadores de DM possuem
alteragcdes deletérias nos volumes e capacidades pulmonares (36; 41; 42), estando estas
associadas a glicosilacdo do coldgeno do térax e parénquima pulmonar induzida pelas
concentracdes cronicamente elevadas de glicose no sangue (36; 40; 43).

A reducdo da funcdo pulmonar tem sido observada em diabéticos tipo 1 e 2 através de
provas de funcdo pulmonar. Essas provas oferecem informagdes indiretas sobre a resisténcia
elastica, distensdao do sistema respiratorio e a for¢a muscular motora além de auxiliar no
diagnostico e quantificagdo dos disturbios ventilatorios obstrutivos e restritivos. O defeito
ventilatorio restritivo refere-se a redugdo dos volumes pulmonares, podendo ser ocasionada pela
obesidade, aumento da rigidez pulmonar, doengas da parede tordcica e anormalidades
neuromusculares. Por outro lado, nas doengas obstrutivas, os volumes estdo aumentados, porém
de forma desproporcionada, ocorrendo obstru¢do das vias aéreas, hiperinsuflagdo dinamica,
perda de retracdo elastica e adaptacdes musculares e esqueléticas da parede toracica (27).

As provas de funcdo pulmonar sdo testes confidveis, validados e relativamente simples
podendo ser usados tanto com fins clinicos como em pesquisas. Em individuos portadores de
DM esses testes sdo indicados para determina¢ao de danos da funcdo pulmonar e elucidagdo da

histdria natural da doencga e sua causalidade (44).



Comumente portadores de DM apresentam redugao da capacidade vital forcada (CVF) e
do volume expiratorio forcado no primeiro segundo (VEF;). Esse padrao tem sido diretamente
relacionado com a hiperglicemia (45; 46). Um estudo de Davis e colaboradores (45) forneceu
evidéncias referentes a associacdo das complicagdes do DM com redugdes dos volumes
pulmonares e limitagdes do fluxo de ar, demonstrando ainda que a exposi¢@o a hiperglicemia ¢
um forte e consistente preditor negativo de fun¢do pulmonar. Minette e colaboradores (38),
observaram que alteragdes da difusdo encontradas em idosos sedentarios portadores de DM
estavam relacionadas com a idade de aparecimento da doenga. O padrao obstrutivo também tem
sido relatado e associado a inflamacao sist€émica (47; 48).

A capacidade pulmonar diminui progressivamente apds 25 anos de idade,
independentemente da aptidao fisica (49), porém o DM ocasiona uma perda extra (cerca de 10%)
(45). Isto pode reduzir a reserva funcional respiratéria além do limiar minimo necessario para
aumentar o consumo alveolar de oxigénio em resposta ao exercicio, ocasionando hipdxia
tecidual e aumentando os riscos de efeitos adversos da evolugdo clinica (40). A reducdo de 10%
da fun¢@o pulmonar esta associada com aumento de 12% em todas as causas de mortalidade em
diabéticos (45) provavelmente devido a perda cumulativa de reserva pulmonar associar-se a
angiopatia em 6rgdos distantes e, eventualmente, agravarem a hipoxia tecidual (40).

Independente da natureza dos distirbios ventilatorios, eles afetam diretamente a
capacidade de realizagdo de exercicio e comumente estdo associados a intolerancia ao esforgo,
reduzindo significativamente a qualidade de vida. Alguns autores atribuiram a inflamag¢ao um
importante papel para explicar as associagdes entre 0 DM e a redugdo da fungdo pulmonar (3; 50;
51). A inflamagdo sist€émica sub-clinica também pode estar associada a limitacdo ao exercicio
estando relacionada aos mecanismos responsaveis por alteragdes micro ¢ macro-vasculares (19;

52).



1.3 Anormalidades imunologicas associadas ao DM

Atualmente € reconhecida a relagdo entre anormalidades metabdlicas e imunologicas
associadas ao diabetes mellitus tipos 1 e 2 e as suas complicagdes (53; 54). A resisténcia a
insulina e o DM sao considerados estados de inflamagdo sub-clinica (55), estando tipicamente
associados a presenca de marcadores inflamatérios (3; 12). Segundo Moreno e colaboradores
(56), pacientes diabéticos possuem maior atividade inflamatéria do que a populagdo em geral.

Recentemente, pesquisas tém demostrado o importante papel da insulina como agente
imuno-modulador, possuindo um répido e potente efeito anti-inflamatério em nivel celular e
molecular (57; 58). Dandona e colaboradores (58) observaram em seu estudo in vivo que uma
pequena dose de insulina € capaz de induzir um significante efeito anti-inflamatério em
aproximadamente 2 horas. A deficiéncia de insulina estd intimamente associada as alteracdes da
imunidade do DM e sua maior suscetibilidade a infec¢des (59).

Outro fator de grande influéncia na imunidade de diabéticos ¢ a hiperglicemia, que afeta
negativamente as células imuno-competentes (60). A hiperglicemia cronica induz a glicagao
protéica que pode estimular a producdo de citocinas envolvidas na ativacdo do sistema
imunolégico (60; 61). Comorbidades como a hipertensao arterial e dislipidemia agem em
conjunto com a hiperglicemia, exacerbando a reagdo inflamatéria. Os mediadores inflamatdrios
sdo responsaveis por ativar inimeros receptores e fatores de transcricdo que levam a disfungao e
apoptose das células beta pancreaticas e resisténcia a insulina. Além disso, a inflamagdo esta
associada a alteracdes endoteliais em pequenos e grandes vasos (54).

Em um estudo longitudinal, Vozarova e colaboradores (62) observaram que o aumento da
quantidade de leucdcitos foi um fator preditivo para o desenvolvimento do DM2, estando
inversamente correlacionada a sensibilidade insulinica independentemente do grau de obesidade.

Visto que, o aumento da quantidade de leucécitos indica a ativagdo do sistema imunologico e
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inflamagao, o estudo concluiu que o declinio na sensibilidade a insulina pode ser causada pela
ativacgdo do sistema imune, o que por sua vez contribui para o desenvolvimento do DM2.

A participacdo das citocinas inflamatdrias na fisiopatologia do DM ¢ bem aceita (33; 53;
54) entretanto os mecanismos das alteragdes do sistema imune-celular no DM bem como as

citocinas envolvidas ainda ndo estdo definidos.

1.3.1 Proteina C-Reativa

Aumentos nos niveis da proteina C-reativa (PCR) tém sido descritos em sujeitos com
diabetes, sindrome metabolica e obesidade (63; 64) relacionando-se positivamente com os niveis
HbA . (65). A PCR ¢ um forte preditor do desenvolvimento de DM2 em ambos os sexos (66)
independente do indice de massa corporea (IMC) (67-69) sendo considerado um mediador chave
na resposta inflamatoria (69). Durante o quadro de intolerancia a glicose, os niveis de PCR e
citocinas pro-inflamatorias elevadas predizem a conversao para o DM2 (70; 71), sendo que o
aumento da expressao da PCR ¢, provavelmente, secundario a resisténcia a insulina (72).

Lee e colaboradores (73) observaram que a sindrome metabdlica juntamente com
elevados niveis de PCR estava associada com a reducdo da capacidade vital forcada (CVF) e que
individuos com esse quadro possuiam maior risco de desenvolver doengas pulmonares e
cardiovasculares. A piora da fungdo pulmonar parece estar relacionada a inflamagdo sistémica
encontrada em individuos diabéticos (44).

O baixo condicionamento cardiorrespiratério também tem sido associado aos niveis
elevados de PCR. McGavock e colaboradores (72) observaram que o baixo condicionamento
fisico estava relacionado ao PCR elevado e pobre controle glicémico em diabéticos. Os niveis de

condicionamento fisico sdo inversamente associados ao PCR (74) e esses niveis possuem



11
impacto direto no risco de desenvolvimento de doengas cardiovasculares em homens com e sem
DM2 (75).

O PCR prediz, independentemente, o risco de eventos cardiovasculares na populacao
geral (70; 76), sendo considerado um marcador inflamatério com grande potencial clinico,
ajudando a identificar fatores de risco em individuos aparentemente saudaveis e em sujeitos

diabéticos sem complicagdes, podendo ser utilizado como avaliagdo preventiva (54).

1.3.2 Linfocitos T e producio de citocinas

O defeito imunoldgico mais dramatico no DM ¢ a alteragdo na funcao das células T (77)
que tem um importante papel na suscetibilidade a infec¢des relacionadas a essa populagao (78).
Anormalidades nos linfocitos T e variagdes em sua quantidade tem sido descritas em estudos
com diabéticos com pobre controle glicEémico (59; 60). Os linfécitos T sdo células do sistema
imune envolvidas na resposta humoral (Th1) e celular (Th2). Sua funcionalidade esta relacionada
a capacidade de defesa do organismo e ao desenvolvimento de doengas auto-imunes.

A insulina ¢ um hormonio imuno-modulador. No linfocito T, esse hormodnio possui
importante papel na ativacdo e manutencdo do estado operativo dessas células, os quais
apresentam receptores de insulina similares ao encontrado em tecidos como figado, musculo,
fibroblastos e tecido adiposo, sendo sensiveis a mudangas na concentracdo da insulina (59).
Fatores metabdlicos estdo envolvidos em anormalidades na funcdo e na redug¢ao da quantidade
dos linfocitos T e a hipoinsulinemia parece ser a razdo desses defeitos (60). O pobre controle
glicémico também parece ser responsavel pelas alteragdes destes (59), influenciando
negativamente as células imuno-competentes.

Apods a ativacdo, os linfocitos T podem se diferenciar em células polarizadas para o

padrao Thl ou Th2 de resposta imune. Seus clones demonstram padrdes distintos de sintese de
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citocinas. O padrdo Thl refere-se a imunidade mediada por células, enquanto o padrdao de
resposta imunologica Th2 ¢ essencial para a imunidade humoral (79). A produgdo de citocinas
inflamatorias por linfocitos tem sido associada a patogénese do DM (80), contudo as evidéncias
que relacionam o desenvovimento da doenca com os modelos de resposta imunoldgica Thl ou
Th2 sao controversos (81), gerando questionamentos em relagdo ao tipo de resposta imune e as
citocinas envolvidas.

Em relacdo ao padrao Thl, duas citocinas produzidas por linfocitos (dentre outras
células), parecem bastante relacionadas ao desenvolvimento do DM: o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) e o interferon gama (IFN-y). O TNF-a tem sido considerado fundamental para o
desenvolvimento da resisténcia a insulina e reducao da sua secrecao pelas células B do pancreas
(57). A administragdo de TNF-a em pessoas saudaveis induz a hiperglicemia sem alterar os
niveis insulinicos (82). Essa citocina estimula a lipolise, aumentando as concentragdes
plamaticas de triglicérides e reduzindo o catabolismo e excre¢ao hepatica do colesterol. O TNF-a
também estd envolvido no aumento de outras citocinas inflamatorias (70).

Assim, o aumento dos niveis de TNF-a contribui para o desenvolvimento dos distarbios
do metabolismo da glicose e para o desenvolvimento de resisténcia a insulina além de estar
envolvido com o aumento do risco cardiovascular e subsequente aumento da morbidade e
mortalidade devido as modificagdes do metabolismo lipidico causadas por ele (70).

Por outro lado no DM2 parece haver baixos niveis de IFN-y (80). Essa citocina possui
papel importante na estimulagdo da proliferacdo e diferenciacdo de mondcitos e células Natural
Killer (NK). Sua deficiéncia aumenta a suscetibilidade a infeccdes (83).

Outras citocinas linfocitarias que tém ganhado notoriedade devido a suas possiveis
relagdes com o DM sdo a interleucina 4 (IL-4) e interleucina 10 (IL-10), do padrao Th2 de

resposta imune. Ambas sdo consideradas citocinas anti-inflamatorias, embora haja evidéncias de
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que a IL-10 também possui um efeito pro-inflamatério (84). A IL-4 parece influenciar o
metabolismo da glicose e lipidios promovendo a sensibilidade a insulina e tolerancia a glicose
(85). Ja a IL-10 ¢ capaz de inibir a producdo de citocinas do padrao Thl sendo também
responsavel por mediar e iniciar a resposta imune humoral (84). O papel da IL-10 no
desenvolvimento do diabetes ¢ complexo. Manirarona e colaboradores (86) observaram, em seu
estudo experimental com ratos NOD, que a IL-10 esta envolvida com a patogénese e prevencao
do diabetes. A presenga dessa citocina no pancreas ¢ baco acelerava o desenvolvimento do DM.
Por outro lado, o mesmo estudo verificou que a injecdo intra-peritoneal e intra-muscular
apresentou papel protetor, bloqueando a produgdo de citocinas pro-inflamatérias, prevenindo
contra o desenvolvimento da doenga.

Estudos recentes tém mostrado o papel da interleucina 17 (IL-17) no metabolismo da
glicose e sua contribuicdo na patogénese da hipertensdo, aterosclerose e obesidade (87; 88). Essa
citocina ¢ produzida por linfécitos T, especificamente pelas células T helper, estando envolvidas
em um terceiro padrao imunoldgico denominado Th17, o qual tem sido estudado recentemente,
havendo diversas dividas em relagdo a sua fungdo (89). Altas concentragdes de IL-17 tem sido
associado a inflamacao cronica e desordens do sistema imunoldgico (90), porém sua participagao
no desenvolvimento do DM2 tem sido pouco explorado.

Muitas duvidas permanecem em relagdo ao papel da inflamacdo na fisiopatologia do
diabetes mellitus. As citocinas envolvidas e o padrao imunoldgico responsavel pela inflamagao
em doengas metabolicas também ndo estdo elucidados, justificando a realizagdo do presente

estudo.
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2.0BJETIVOS
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2.1 Objetivos Gerais
Avaliar o fun¢do cardiopulmonar em repouso e durante o exercicio fisico em individuos

portadores de DM e verificar a sua relacdo com mediadores inflamatorios.

2.2 Objetivos especificos
Avaliar em individuos diabéticos e em controles saudaveis:
1. Volumes e capacidade pulmonares.
2. Resposta das varidveis cardiorrespiratorias, ventilatorias e metabdlicas ao exercicio
fisico.
3. Concentracdes plasmaticas de Proteina C-reativa.

4. Perfil de producao intracelular de citocinas linfocitarias em sangue periférico.
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3.MATERIAIS E METODOS
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O estudo foi realizado no Laboratorio de Fisioterapia Cardiovascular - Nucleo de
Pesquisa em Exercicio Fisico (NUPEF) do Departamento de Fisioterapia da Universidade
Federal de Sao Carlos (UFSCar) e no Laboratério de Citometria de Fluxo do Hemocentro de
Ribeirdo Preto.

Os individuos que atenderam os critérios de inclusdo do estudo e apods todos
esclarecimentos referentes aos procedimentos experimentais concordaram em participar
mediante assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (apéndice C) conforme a
resolucao 196/96 do Conselho Nacional de Saude (CNS). Este estudo de pesquisa, foi aprovado,
pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Sdo Carlos —
UFSCar (parecer n° 412/2010) (anexo 1).

A divulgacdo da pesquisa foi realizada através de cartazes distribuidos na rede de saude
de Sao Carlos e divulgacao no site da Universidade Federal de Sao Carlos. Todos os individuos
com diagnostico clinico de diabetes mellitus que manifestaram interesse em colaborar com a
pesquisa foram convidados a participar do Programa de Aten¢do ao Diabetes da Unidade Satude
Escola — UFSCar, o qual oferece assisténcia médica, nutricional, psicoldgica e fisica gratuitas
por uma equipe multidisciplinar composta por profissionais qualificados. Os individuos
saudaveis receberam orientagdes sobre os resultados dos testes realizados e prevencao do

diabetes mellitus.

3.1 Critérios de inclusao
- Ser do sexo masculino
- Ter idade entre 40 a 65 anos
- Ser Sedentario, apresentando classificagdo funcional aerdbia considerada muito fraca, fraca ou

razoavel segundo a American Heart Association (91)
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- Nao ser tabagista
- Nao ser etilista
- Nao utilizar medicamentos inalaveis
- Auséncia de quaisquer doencas do sistema respiratorio
- Auséncia de doengas do musculo esquelético que impedissem a realizagdo dos testes
- Auséncia de doenga inflamatoria ativa, aguda ou cronica
- Auséncia de indicios de isquemia miocardica e/ou doengas cardiovasculares, ao exame clinico e
teste ergométrico, que contra-indicassem a participagdo no presente estudo. O exame clinico e
teste ergométrico foram realizado por médico cardiologista juntamente com a pesquisadora na
Unidade Saude Escola da Universidade Federal de Sdao Carlos (USE).
- Grupo diabético (GDM): diagnostico de diabetes mellitus segundo critérios da American
Diabetes Association (92)
- Grupo Controle (GC): auséncia de diabetes segundo os critérios acima mencionados, auséncia
de obesidade segundo os pontos de corte do Indice de Massa Corpérea (IMC) recomendados pela
OMS para a populagdo adulta (93) e auséncia de hipertensdo arterial sist€émica segundo os

critérios da V Diretrizes Brasileiras de Hipertensao Arterial (94).

3.2 Procedimento experimental

A triagem dos voluntirios foi realizada de maneira sequencial e aleatoria. Os
procedimentos experimentais com cada voluntario foram conduzidos em apenas uma manha,
com inicio as 8 horas, em data previamente agendada. Os voluntarios foram orientados a nao
praticar atividades fisicas intensas e a ndo ingerir alimentos e¢ bebidas estimulantes no dia
anterior ao teste. Também foram informados, previamente, a manter a utilizacdo de suas

medicagdes de uso regular e a comparecer em jejum de 8-12 horas, com vestimenta adequada a
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pratica de atividade fisica. Caso o voluntario ndo atendesse as recomendacdes, o teste era
transferido para outra data.

No dia do experimento, a sala de teste era previamente preparada antes de cada
procedimento, mantendo-se a temperatura entre 22° a 24° Celsius e a umidade relativa do ar
entre 50 e 60%. Utilizou-se termohigrometro (Templec ™) para a medi¢do dos valores de
temperatura e umidade relativa do ar. A temperatura foi controlada artificialmente por um
aparelho de ar condicionado modelo Mini Split (TEMPSTAR®). Antes dos experimentos foram
realizados os procedimentos de calibracdo de todos os equipamentos, bem como a organizagao

de todos os utensilios e acessorios necessarios para os testes.

3.2.1 Avaliacao da porcentagem de gordura corporal - Bioimpedancia

A porcentagem de gordura corporal total foi avaliada nos voluntarios em jejum pelo
método de bioimpedancia pela técnica descrita por Lukaski (95), por meio de um monitor de
composi¢ao corporal quadripolar (Tanita Corporation of America Inc, Illinois, USA). Os
voluntarios eram orientados a retirar todos os objetos de metal que pudessem estar utilizando e a
permanecer descal¢o sobre a plataforma do aparelho segurando as algas do mesmo. A medig¢ao

durava cerca de 30 segundos e apos esse periodo, era oferecido um lanche leve ao voluntério.

3.2.2 Coleta de amostra de sangue

Inicialmente, era realizada a coleta de uma amostra de sangue venoso (aproximadamente
45 ml) por da puncdao da veia ante-cubital. Foram utilizados tubos a vacuo e o sangue foi
colocado em tubo heparinizado para separagdo das células mononucleares, em tubo com gel para
obtengdo de soro para a dosagem da proteina C-reativa ultra-sensivel, e em tubo com EDTA para

dosagem da hemoglobina glicada e perfil lipidico.
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3.2.2.1 Isolamento e congelamento de células mononucleares do sangue periférico
Foram separadas as células mononucleares de uma aliquota de aproximadamente 30 ml
da amostra sanguinea coletada em tubo heparinizado. A separagdo foi realizada através da
centrifugacdo em gradiente de densidade, através da técnica descrita por Boyum (1974) (96). As
amostras foram diluidas 1:2 em tampao fosfato salina (PBS), aplicadas cuidadosamente sobre o
gradiente de Ficoll-Hypaque (GE Healthcare, Uppsala, Suécia) e centrifugadas a 400g por 30
minutos a temperatura ambiente. As células presentes na interfase plasma-Ficoll Hypaque foram
cuidadosamente coletadas e lavadas trés vezes com PBS. A cada lavagem, a suspensdo era
centrifugada a 400g e temperatura de 3-4°C durante 12 minutos. As células mononucleares
foram diluidas em solu¢do de congelamento constituida de soro bovino fetal com 10% de DMSO
(Dimetilsulfoxido, Sigma-Aldrich, Steinhein, Alemanha) e ressuspensas na concentragao de 5 x
10° células/ml, aliquotadas em tubos de congelamento de 2 ml e estocadas em freezer -80°C

overnight e depois transferidas para tanque de nitrogénio liquido.

3.2.2.2 Determinacido ultra-sensivel da concentracdo plasmatica de Proteina C-Reativa
(PCR)

Uma aliquota do plasma, previamente separada apos a coleta do sangue periférico em
tubo com gel, foi utilizada para determina¢do de PCR por método imunoturbidimétrico em

analisador ADVIA 1800 Chemistry System (Siemens, Tarrytown, NY, USA).

3.2.2.3 Determinacio de Hemoglobina Glicada (HbA;.) e concentracdes plasmaticas de
lipidios
A determinagdo da HbA,. foi realizada por método de cromatografia liquida de alto

desempenho e a concentragdo plasmatica de Colesterol total e HDL, LDL e triglicérides foi
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determinada por técnica de quimica Uimida, ambos por meio do analisador ADVIA 1800

Chemistry System (Siemens, Tarrytown, NY, USA).

3.2.3 Teste de Fun¢do Pulmonar - Espirometria

Cerca de 30 minutos apos o voluntdrio se alimentar era realizado o teste espirométrico.
As provas de fun¢ao pulmonar foram realizadas de acordo com as orientagdes das Diretrizes para
Testes de Fungdo Pulmonar (27), por meio de um modulo de fluxo acoplado a um sistema de
medidas ventilatorias e metabolicas e o software Breeze 6.0 (ambos CPX-D, MedGraphics, St
Paul, MN, EUA). Nestas provas foram realizadas as manobras de capacidade vital lenta (CVL),
capacidade vital forcada (CVF) e ventilagdo voluntaria maxima (VVM). Cada manobra foi
realizada até serem obtidas trés curvas aceitaveis e duas reprodutiveis, ndo excedendo mais que
oito tentativas (27).

O voluntario permanecia na posi¢ao sentada, com a cabeca em posi¢ao neutra e utilizando
um clipe nasal para evitar vazamento de ar pelas narinas (figura 1). Ele repousava por 10
minutos antes do teste e o procedimento era cuidadosamente descrito para evitar vazamentos em
torno da peca bucal.

A partir das provas espirométricas, foram obtidos valores absolutos e em porcentagem do
previsto para cada grupo, referentes a CVL, CVF, VVM, capacidade inspiratéria (CI), volume
expiratorio forcado no primeiro segundo (VEF,), fluxo expiratdrio forgado 25-75% (FEF25.750,),

pico de fluxo expiratorio (FEF ).
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Figura 1. Procedimento experimental: voluntirio durante o teste de funcio

pulmonar. (A) Vista frontal; (B) Vista lateral.

3.2.4 Teste Cardiopulmonar

Foi aplicado um teste de esforgo fisico dinamico continuo, protocolo do tipo rampa
(figura 2). Esse teste tem como objetivo avaliar a capacidade e poténcia aerobias dos voluntarios
por meio das respostas da frequéncia cardiaca e variaveis ventilatorias e metabolicas no
momento do limiar de anaerobiose ventilatério (LA) e no pico do esforgo.

As variaveis ventilatorias e metabolicas foram obtidas por um sistema computadorizado
de andlise ergoespirométrica CPX/D da marca MedGraphics (St. Paul, Minessota, EUA),
utilizando o software BreezeEX para a captagdo, armazenamento e processamento por meio de
um conversor analdgico-digital das varidveis cardiorrespiratorias e metabolicas. Esse software
também possibilita o registro grafico das variaveis respiratorias em fung¢do do tempo ou em
fun¢do do VO,, (V-slope).

Os dispositivos e componentes utilizados para a coleta das variaveis ventilatorias foram a

sampleline acoplada ao pneumotacografo de Pitot conectado ao sistema CPX/D e essa peca
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encaixada na mascara da Medgraphics que permite que o voluntario respire de maneira nasal ou
bucal.

O teste cardiopulmonar era iniciado com a preparagdo do voluntirio por limpeza e
abrasdo da pele com alcool e algodao para adequada colocagdo dos eletrodos de registro do
eletrocardiograma.

O voluntario deveria estar relaxado e em repouso na posi¢do sentada para adaptacdo das
variaveis cardiovasculares (pressdo arterial e frequéncia cardiaca), ventilatorias e metabodlicas as

condi¢des ambientais para a realizacao do teste.
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Figura 2. Representacio esquematica do teste de exercicio fisico dinimico continuo do tipo
rampa. O voluntiario permanecia 1 minuto em repouso, 3 minutos em carga inicial de 4
Watts e em seguida exercicio progressivo com incremento de 13-22 Watts de poténcia, até a

poténcia maxima suportada pelo voluntario.



24
Os testes foram realizados em bicicleta ergométrica de frenagem -eletromagnética
(Quinton Corival 400, Seattle, WA, USA). Os voluntarios foram orientados a manterem a
cadéncia em 60 rotagdes por minuto (rpm) e ndo realizar contragdes isométricas com o0s
membros superiores ao segurar o guidao durante a execugao dos teste de exercicio. O protocolo
continuo do tipo rampa iniciava com | min de repouso com o voluntirio devidamente
posicionado sobre a bicicleta ergométrica. Em seguida, havia um periodo de aquecimento com
poténcia de 4W por 3 minutos e posterior incremento de poténcia (figura 2), que variava de 13-
22W/min, baseado na féormula proposta por Wasserman (24):
Incremento de poténcia (W) = [altura — (idade X 20)] — [150 + (6 X peso corporal)]/100.
As unidades para as variaveis sdo: altura em centimetros, idade em anos e peso corporal

em quilos.

Figura 3. Procedimento experimental: voluntiario durante o teste de exercicio

cardiopulmonar em cicloergémetro
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Durante o teste de esforco fisico, a cada 2 minutos, a pressdo arterial era verificada por
método auscutatério e o voluntario era perguntado a respeito do cansago nos membros inferiores,
dispnéia e dor no peito, escolhendo uma nota para cada um desses itens de acordo com a Escala
de Borg (CR10). Além disso, os voluntarios eram monitorizados continuamente na derivagao
eletrocardiograficas MC5 modificada (figura 3). Os eletrodos eram posicionados da seguinte
maneira:
- MC5: eletrodo negativo (vermelho) posicionado no apice do manubrio esternal, eletrodo
positivo (amarelo) no quinto espago intercostal na direcdo da linha axilar anterior da esquerda
(correspondente a V5) e o eletrodo neutro (preto) posicionado no quinto espaco intercostal

direito.

O teste cardiopulmonar aplicado no presente estudo foi sintoma-limitado (97). A
interrupcao do teste ocorreu quando o voluntario atingiu pressao sistélica igual ou superior a 200
mmHg ou pressdo diastolica igual ou superior a 120 mmHg, quando o voluntario ndo conseguia
manter a cadéncia de 60 rpm ou se referisse dor toracica e/ou exaustdo respiratoria € muscular
pela escala de Borg (CR10). Para aceitar a eficacia do teste, a duracdo da fase de incremento de
carga deveria ser entre 8 a 12 minutos e a taxa de troca gasosa (RER) deveria ser igual ou
superior a 1,0.

Os voluntarios eram orientados a ndo conversar com os pesquisadores, porém informar,
imediatamente, por meio de comandos previamente combinados, sinais e sintomas que poderiam
surgir como tontura, turvacao visual, nauseas, dor, cansaco, fadiga, dor em membros inferiores
ou qualquer alteracdo no seu estado geral que pudesse impossibilitar a continuidade dos testes.

No sistema CPX/D, a andlise de O; ¢ realizada por meio de um eletrodo de zirconio e de

CO; através de um sensor infravermelho que fornece, em tempo real, os valores de poténcia da
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bicicleta ergométrica, a frequéncia cardiaca (FC) e os valores do consumo de O, (VO
ml/kg/min), a produ¢do de CO, (VCO, I/min) e a ventilagdo pulmonar (VE 1/min) coletados
respiracao a respiracdo ou representado por médias moéveis de 8§ ciclos respiratérios. Os dados
também sao calculados e armazenados em tabelas e em graficos com os valores dos equivalentes
ventilatorios do O, (VE/VO;) e do CO, (VE/VCO,), as pressoes parciais ao final da expiragdo do
0, (PETO,) e do CO, (PETCQO,), a taxa de troca gasosa (RER) (VCO,/VO,), o volume corrente
(VC) e a frequéncia respiratoria. Todas essas variaveis foram tabuladas, analisadas e inclusas no
presente estudo.

Apoés os testes, a primeira medida examinada foi o consumo de oxigénio pico, com
objetivo de estabelecer se as respostas fisioldgicas atingiram a poténcia aerdbia de pico. Para
classificacdo aerobia funcional dos individuos, foi utilizado o maior valor do consumo de
oxigénio encontrado no pico do exercicio (91).

A analise dos graficos e determinagdo do LA foi realizada de maneira independente por
trés pesquisadores familiarizados com a utilizacdo do sistema ergoespirométrico CPX-D
MedGraphics. A andlise dos graficos foi realizada em monitor colorido de 15 polegadas
(Samsung SyncMaster 550V) de um microcomputador acoplado ao sistema CPX-D. Para
garantir o controle qualitativo do experimento foi observado graficamente: a) se a velocidade de
cadéncia da bicicleta ergométrica foi constante; b) se houve artefatos que prejudicassem a
determinagdo do LA; ¢) se o voluntario atingiu o estado de equilibrio na fase de aquecimento; d)
se o inicio da resposta da frequéncia cardiaca e variaveis ventilatdrias coincidiram com o inicio
da rampa; e) se as variaveis ventilatorias mostram comportamento linear no inicio da rampa.

A partir dessa analise, o observador concluia se a qualidade do teste foi satisfatoria para o

prosseguimento na determinac¢ao do LA a partir do método de andlise visual grafica das variaveis
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ventilatorias. A analise qualitativa, fundamentada nas recomendacdes de Wasserman (24), foi
iniciada apartir da sele¢ao do trecho a ser analisado, feita por 3 observadores independentes.

A determinacdo do LA utilizando o método de andlise visual grafica das variaveis
ventilatorias foi realizada selecionando no teste de exercicio o periodo correspondente ao
momento em que sdo observadas a elevacdo das varidveis ventilatorias. Foi observado no trecho
selecionado das curvas de oxigénio e produgdo de gas carbonico plotadas em médias moveis a
cada 8 ciclos respiratorios em fun¢do do tempo: a) o momento em que a VCO, aumenta
desproporcionalmente em relagdo ao VO, (24), ou seja, quando ocorre perda de paralelismo
entre as respostas das duas varidveis; b) as respostas da relagdo VE/VO,, ¢) do RER (VCO,/VO,)
e d) do comportamento da PETO; em relagdo ao tempo de esforco fisico dos voluntarios.

Os valores encontrados pelos 3 observadores eram confrontados e caso houvesse
concordancia entre eles, o LA era aceito. Caso ndo fossem concordantes, mas a variagdo fosse
igual ou inferior a 30 segundos nos tempos encontrados, eram feitas as médias desses valores. Se
o intervalo de tempo fosse superior a 30 segundos, um quarto observador era chamado para

compor o grupo ¢ fazer a analise.

3.2.5 Deteccao de citocinas intracelulares em linfocitos T

3.2.5.1 Descongelamento das células mononucleares

Apo6s o descongelamento da suspensdo de células mononucleares em banho-maria, a
mesma foi tranferida para um falcon de 15 ml contendo RPMI 1640 com 20% de soro bovino
fetal. Essa suspensdo foi centrifugada e o sobrenadante desprezado. As células foram lavadas
mais duas vezes em solugdo com RPMI 1640 e 20% de soro bovino fetal. A viabilidade das

células mononucleares foi avaliada utilizando-se Azul de Trypan a 2%. As células foram
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ressuspendidas em RPMI 1640 com 10% de soro bovino fetal e concentracdes finais de 2,0 x 10°
células/ml e incubadas por 2 horas em falcons de 15 ml a meia rosca a temperatura de 37°C, em

ambiente umido e com CO, a concentragdo aproximada de 5%.

3.2.5.2 Quantificacdo por citometria de fluxo

A producao de citocinas por linfocitos T foi detectada por citometria de fluxo, realizando-
se marcagdo intracelular das citocinas produzidas pelos linfocitos apos ativagdo com estimulo
policlonal (98).

Apo6s a incubagdo da suspensdo de células, a amostra era dividida em 3 tubos falcon de
I15ml. As células eram estimuladas com 25ug/ml de PMA (forbol-miristato-acetato; Sigma-
Aldrich, Steinhein, Alemanha) e lug/ml de Ionomicina (Sigma-Aldrich, Steinhein, Alemanha),
na presenca ou nao de 10 ug/ml de Brefeldina A (Sigma-Aldrich, Steinhein, Alemanha) e foram
incubadas a 37°C com 5% de CO,, por 6 horas.

Eram preparados trés tipos de amostras: 1, controle ndo-estimulado (células + Brefeldina
A), usado para determinar o nivel de sintese residual de citocinas devido a ativagdo in vivo, 2,
amostra estimulada (células + Brefeldina A+ PMA + Ionomicina); 3, controle da ativagao
(células + PMA + Ionomicina) usada para determinar o nivel de ativacao celular por meio da
expressao do marcados de ativacao precoce CD69.

Ap6s a incubacdo de 6 horas com os estimulos, as células eram incubadas com 100 ul/ml
de EDTA estéril a 20mM por 15 min a temperatura ambiente. Em seguida as células eram
transferidas para tubo de citometria (12 X 75 mm) e marcadas com o anticorpo monoclonal
especifico contra antigenos de superficie (CD3 ou CD3/CD69) ou isotipos controles. Os tubos
eram homogenizados e incubados por 20 minutos a 4°C, no escuro. Os anticorpos sao

diretamente conjugados a fluorocromos, e foram adquiridos da BD Biosciences (San Diego, CA,
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USA). Apos a incubagao, a suspensao foi lavada com PBS e submetida a lise e permeabilizagao
de acordo com o protocolo do fabricante.

Para lise celular, era adicionado as células 1 ml da solucao de lise (FACs lysing solution,
BD Biosciences, San Diego, CA, USA). Apos 10 minutos de incubacdo em temperatura
ambiente, no escuro, as células eram centrifugadas por 5 minutos a 500g e o sobrenadante
desprezado. Ao pellet eram adicionados 300 ul de solugdo de permeabilizagio (FACS
permeabilizing solution, BD Biosciences, San Diego, CA, USA). Novamente, as células eram
incubadas por dez minutos em temperatura ambiente € no escuro, € em seguida, eram
adicionados 2 ml de tampao de lavagem (PBS) e centrifugados por 5 minutos a 500g.

Apods fixacdo e permeablilizacdo, o sobrenadante era desprezado e adicionava-se
3uL/tubo dos anticorpos monoclonais anti- I[FN-y, Anti- TNF-a, Anti-IL-4, Anti-IL-10 e Anti-
IL-17 ou isotipos controles intracelulares adquiridos da BD Biosciences (San Diego, CA, USA).
As células eram incubadas em temperatura ambiente por 30 minutos, sob prote¢ao da luz. Apos
este periodo as células eram lavadas com PBS e o sobrenadante novamente desprezado. Por fim
era adicionados 200 uL de PBS acrescido de paraformaldeido (PFA) 1%.

A leitura das células marcadas era realizada no Laboratorio de Citometria de Fluxo do
Hemocentro de Ribeirdo Preto em citdmetro FACsort (BD Bioscience, San Diego, CA, USA) em
até 24 horas ap6s o procedimento de marcag@o e as células eram mantidas no escuro a 4 °C
durante esse periodo.

Durante a aquisi¢do das células, foi desenhada uma gate na populagdo de linfocitos,
estabelecida com base nos parametros de tamanho e granularidade (apéndice B). As analises em
dot-plot foram realizadas pelo programa Cellquest (BD Bioscience, San Diego, CA, USA). Em

ambas as amostras (estimulada e ndo estimulada) a marcagao inespecifica observada através do
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isotipo controle foi descontada. Os resultados das andlises foram expressos em porcentagem de

células duplo-positivas.

3.3 Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada com o software MINITAB versdo 15.0. Foram
utilizados o teste Anderson-Darling e o teste de Levene para verificar o padrao de normalidade
da distribuicdo e igualdade de variancia dos dados, respectivamente. A partir do padrdo dos
dados, foram utilizados testes paramétricos (teste t de Student) ou nao-paramétricos (teste de
Mann-Whitney). Foi utilizado o testes de correlagdo de Pearson para verificar a relagao entre as
variaveis estudadas no grupo diabético. Foi utilizado teste de regressdo logistica, quando
apropriado, para indicar quais variaveis estdo mais relacionadas a probabilidade se ser portador
de DM e estimar essa chance. A regressdo logistica ¢ uma técnica estatistica que tem como
objetivo produzir, a partir de um conjunto de variaveis, um modelo que permita a predi¢ao de um
determinado evento ocorrer ou ndo. O critério de escolha das preditoras para compor as
regressoes logisticas foi considerar, dentre todas as variaveis de cada grupo, aquelas que ndo
fossem, pelo menos, moderadamente correlacionadas. A partir disso, foi realizado o refinamento
dessas variaveis pela técnica step wise, para chegar no modelo de predi¢cdo mais adequado. A
adequabilidade do modelo foi verificada utilizando os seguintes testes estatisticos: Pearson,

Deviance e Hosmer-Lemeshow. Em todas as analises foi considerado nivel de significancia 0,05.
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4. RESULTADOS
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Participaram do estudo 38 voluntarios de 227 avaliados para elegibilidade. Dentre os

inclusos no estudo, 19 voluntarios eram diabéticos e 19 saudaveis. A figura 1 apresenta o

fluxograma de exclusdes, sendo que o

tabagismo.

principal motivo, para ambos os grupos, foi histérico de

Avaliados para elegibilidade (n=227)

Excluidos Diabéticos (n=99)
DAC(n=6)

Historico de tabagismo (n=58)
Historico de tabagismo + DAC (n=1)
Disturbio de condug¢do cardiaca (n=3)
Historico de tabagismo + disturbio de
condugdo cardiaca (n=1)

Acidente Vascular Cerebral (n=1)
Neuropatia periférica (n=4)

Doenga inflamatoria (n=1)

Afeccdes pulmonares (n=2)
Talassemia Minor (n=1)

Tumor de prostata (n=1)

Desinténcia (n=20)

E i Excluidos Controles (n=90)

! | Historico de tabagismo (n=27)

! I Historico de tabagismo + DAC (n=1)
! I Historico de tabagismo + HAS (n=2)
I ! Doenga inflamatoria (1)

T Obesidade (n=7)

| ! Hipertensdo (n=13)

: ! Distarbio de condug@o cardiaca (n=1)
| 1 Afecgdes pulmonares (n=1)

: ' Fibromialgia (n=2)

| | 1 Vitiligo (n=1)

| ' Hiperplasia prostatica (n=1)

| I Alta capacidade aerobia (n=7)

: 1 Desisténcia (24)

: I Resisténcia a insulina (n=2)

1

Elégiveis (n=38)

GDM (n=19)

GC (n=19)

Figura 4. Diagrama demostrativo da composicao da amostra.
DAC — Doenga Arterial Coronariana; GDM — Grupo diabético, GC — Grupo Controle;

A tabela 1 apresenta os dados referentes as caracteristicas clinicas e laboratoriais dos

voluntarios estudados. Os grupos apresentaram idades, concentracdo plasmatica de lipidios,

porcentagem de grodura e concentragdes de PCR similares e diferencas em relagdo a massa
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corporal, IMC e HbA|.. Em relacdo ao uso de medicamentos, a maioria dos individuos do grupo

diabético faziam uso de hipoglicemiante oral para controle glicémico (74%), sendo que alguns

desses associavam esse medicamento a insulina e quatro diabéticos utilizavam somente a

insulina para controle da glicemia.

Tabela 1. Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos grupos estudados

GC GDM P

n 19 19 -
Idade (anos) 48,8 + 7,5 51,2+5,9 0,16
Massa Corporal (Kg) 76,6 + 8,9 85,5+ 13,7 0,02"
IMC (kg/m”) 25,9+0,9 29,5+54 <0,01"
Porcentagem de gordura (%) 22,8 £3,3 25,4 + 6,4 0,15
Durac¢do do Diabetes (anos) - 11+1,5 -
FC de repouso (batimentos/min) 71,3 +9,0 78,3 +9,8 0,03
PAS de repouso (mmHg) 130 + 20 120 + 20 0,48
PAD de repouso (mmHg) 8010 8010 0,81
HbA . (%) 5,8 0,5 8,8 1,9 <0,001"
Colesterol total (mg/dl) 192 £75 181 +40 0,25
HDL colesterol (mg/dl) 48,0 £ 10,6 45,6 £11,6 0,52
LDL colesterol (mg/dl) 121,6 £35,6 113,8 +£30,7 0,49
Triglicérides (mg/dl) 138 + 132 140+143 0,83
PCR (mg/L) 0,5 +£0,7 0,4+18 0,76
Medicamentos
Insulina - 9 (47%) -
Hipoglicemiante oral (metformina, glibenclamida, - 14 (74%) -
janumet)
Antihipertensivo (captopril, diovan, losartana) - 4 (21%) -
hipocolesterolémico (ciprofibrato, sinvastatina) 3(16%) 6 (32%) -
Benzodiazepinicos - 1 (5%) -
Omeprazol - 1 (5%)

Os dados estdo apresentados em médias e desvio padrdo ou medianas e intervalos interquartis.

GC, grupo controle; GDM, grupo diabético, IMC, indice de massa corporea; FC, frequéncia
cardiaca; PAS, pressdo arterial sistolica; PAD, pressdo arterial diastolica. * p<0,05; b p<0,001.

Nivel de significancia de 5%.
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GC GDM P
CVL (L) 4,6 £0,6 4,4+0,9 0,59
CVL (% predito) 100,6 £ 12,5 99,5 + 14,1 0,80
CI(L) 3,4+0,6 3,6 0,7 0,39
CI (% predito) 96,0 + 13,9 102,1 +£15,7 0,22
VRE (L) 1,104 2£04 0,08
VRE (% predito) 132,3 + 48,8 110,3 +54,2 0,20
CVF (L) 4,6 +£0,7 4,6 £0,8 0,82
CVF (% predito) 101,5+9,1 104 + 13,1 0,51
VEF, (L) 3,6 0,5 3,7+0,6 0,58
VEF; (% predito) 99,8 + 11,1 104,6 + 13,0 0,23
VEF,/CVF 80,6 +1.4 80,1 +1,3 0,20
FEF 75.750, (L/mln) 36+1 4,0+1 0,18
FEF 75750, (% predito) 101,1 +28.9 116,1 +£25,2 0,10
FEF max (L/min) 8,8+22 82+1,6 0,36
FEF max (% predito) 95.2 + 21,8 90,4 + 15,4 0,44
VVM (L) 173,1 £32,6 160,8 + 30,7 0,24
VVM (% predito) 113,6 £ 18,7 107,2 £ 14,4 0,25

Os dados estdo apresentados em médias e desvio padrdo ou medianas e intervalos interquartis.
GC, grupo controle; GDM, grupo diabético, CVL, capacidade vital lenta; CI, capacidade
inspiratoria; VRE, volume de reserva expiratorio; CVF, capacidade vital forgada; VEF,, volume
expiratorio for¢ado no primeiro segundo; FEF 55750, fluxo expiratorio forgado 25-75%; FEF s,
pico de fluxo expiratdrio; VVM, ventilagdo voluntaria méxima. Nivel de significancia de 5%.

A andlise dos dados dos testes de fungdo pulmonar (tabela 2), ndo mostram diferenca
entre os grupos. Por outro lado, embora ndo fosse objetivo inicial do estudo, o modelo de
regressao logistica revelou que o FEF,s 750, em valores absolutos, o VEF;/CVF e a razao entre o
valor absoluto e o predito da VVM (RVVM) (tabela 3) foram influentes na predi¢do do DM.
Para a variavel FEFjs7s0, seu aumento, considerando as demais variaveis espirométricas
constantes, representou uma maior chance de ser diabético. J& o VEF,/CVF ¢ o RVVM
apresentaram um comportamento inverso, em que quanto menor seus valores, maior a

probabilidade de ser diabético. O VC em valores absolutos, embora tenha sido incluido no

modelo de regressdo, apresentou efeito minimo em relagdo a previsdio do DM. A habilidade
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preditiva de DM do modelo com as varidveis espirométricas foi de 81.9%. Nao foram observadas

correlagdes entre as variaveis espirométricas € o PCR ou HbA ..

Tabela 3. Modelo de predicio de DM a partir das variaveis espirométricas

IC
Preditor Coeficiente estimado P OR (estimado) | LI LS
Constante calculada 82,8455 0,024° - - -
VC (L/min) 1,9734 0,193 7,20 0,37 | 140,81
VEF,/CVF (razdo das %) -1,1542 0,022" 0,36 0,15 | 0,86
FEF 35.759, (L/min) 1,1542 0,036" 3,17 1,08 | 9,33
RVVM -9,9946 0,014" 0,00 0,00 | 0,13

OR, odds ratio; IC, Intervalo de confianga; LI, limite inferior; LS, limite superior; VEF;, volume
expiratorio forcado no primeiro segundo; CVF, capacidade vital for¢ada; FEF 5750, fluxo
expiratorio forgado 25-75%; RVVM, razdo entre ventilagdo voluntaria méxima absoluta sobre a
predita. * p<0,05. Nivel de significancia de 5%.

A tabela 4 apresenta os principais dados obtidos no teste de exercicio cardiopulmonar. Os
valores de poténcia maxima obtida, frequéncia cardiaca pico, VO, no LA e VOap, foram
significativamente menores no grupo diabético. O VE/VO; e VE/VCO; no LA e taxa de troca
gasosa (RER) no pico do exercicio foram significativamente superiores nos diabéticos. A
poténcia ajustada pelo peso foi superior no grupo controle tanto no LA quanto no pico do
exercicio.

Observamos que os principais motivos de interrup¢do do teste de exercicio foram a
elevacdo da pressao arterial sistolica e fadiga muscular. Nao foram observadas correlagdes entre

as variaveis do teste de exercicio e as concentragdes plasmaticas de PCR ou HbA ..
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GC GDM p GC GDM P
LA Pico
Poténcia (W) 82,5+19.,8 72,2 +17,8 0,24 158,3 + 22,3 135,1 £25,2 0,006"
Poténcia (W)/ Peso (Kg) 1,1+03 0,9 +0,2 0.02" 2.1+0.3 1.6 0.2 <0.001"
FC (bpm) 102,5+ 14,1 104,9 +10,5 0,55 148,9 + 12,24 138,6 +£ 10,26 0,009"
PAS (mmHg) 155+ 16,8 162 +£16,7 0,20 183 +13,8 186 + 17,7 0,57
PAD (mmHg) 90 +20 90 + 10 0,17 100 + 20 100 + 20 0,90
Duplo Produto (mmHg X bpm) 16057 + 3670 17003 + 2248 0,35 27268 + 3104 25752 + 2781 0,13
RER 0,9+0,1 0,9+0,1 0,20 1,0+ 0,2 1,1+0,2 0,04*
VO, (ml/kg/min) 14,1 £3,4 12,2+2,2 0,04" 24,2 +3,2 18,9 +2.8 <0,001"
VCO, (ml/min) 931,9 +194,1 924,8 +£162,2 0,90 1972,1 + 260 1852,7 + 330 0,30
VE (L/min) 25,9 £5,7 26,8 £4.9 0,6 57,6 11,8 55,7 + 12,6 0,64
Pulso de O, (ml/batimento) 10,4 +2,1 9,8 +1,5 0,29 12,3 +2,1 11,8 +2,3 0,43
VE/VO, 24+ 4 264 0,03" 314 +£5.1 343 +5.6 0.10
VE/VCO, 28+3 29+3 <0,001" 28,9 + 4.4 29,8 + 3,13 0,46
PETO, (mmHg) 88 +4,4 90 + 3,5 0,12 96,7 5,9 99,1 +£5,2 0,21
PETCO, (mmHg) 413 +3,7 4029 0,25 39,6 +5,3 382+3.8 0,34
AV O3 (mi/miny APoténcia (W) 9,3+14 9,7+ 1,6 0,45 10,2+ 1,4 9,8 +£1,6 0,54

Os dados estdo apresentados em médias e desvio padrdo ou medianas e intervalos interquartis. GC, grupo controle; GDM, grupo
diabético; LA, limiar de anaerobiose; FC, frequéncia cardiaca; PAS, pressdo arterial sistolica; PAD, pressao arterial diastolica; RER,
taxa de troca gasosa; VO, consumo de oxigénio; VCO,, liberagio de gis carbonico; VE, ventilagio pulmonar. * p<0,05; ° p<0,001.
Nivel de significancia de 5%.
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Em relacdo ao modelo de regressdo logistica das varidaveis do teste de exercicio
cardiopulmonar (tabela 5), observamos que a poténcia pico, frequéncia cardiaca pico e VCO,
pico sdo variaveis influentes na predicdo do DM, ao contrario da frequéncia cardiaca no LA que
ndo foi considerada significativa no modelo. Para as varidveis de poténcia pico e frequéncia
cardiaca pico, valores menores representam maior probablilidade de ser diabético. Por outro
lado, o VCO, apresentou comportamento inverso, ou seja, quanto maior seu valor, maior a

probablilidade de ser diabético. A habilidade preditiva deste modelo foi de 90,9%.

Tabela 5. Modelo de predicio de DM a partir das variaveis do teste de exercicio
cardipulmonar

IC
Preditor Coeficiente estimado P OR (estimado) | LI LS
Constante 12,8845 0,069 - - -
Poténcia pico (W) -0,1226 0,008" 0,88 0,81 | 0,97
FC pico (batimentos/min) -0,1370 0,017* 0,87 0,78 | 0,98
FC no LA (batimentos/min) 0,987 0,055 1,10 1,00 | 1,22
VCO, pico (ml/min) 0,0076 0,028" 1,01 1,00 | 1,01

OR, odds ratio; IC, intervalo de confiancga; LI, limite inferior; LS, limite superior; FC, frequéncia
cardiaca; VCO,, liberagdo de gas carbdnico. * p<0,05. Nivel de significancia de 5%.

A tabela 6 apresenta os resultados da expressdo de citocinas nos linfocitos T. A
porcentagem de ativacdo das células recomendada, verificada através da expressdo do CD69,
deve ser superior a 90% (99). Em nossas amostras, os valores da porcentagem de ativagao celular
foi baixo em ambos os grupos (29,64 = 7,8 no grupo controle e 32,32 + 11,33 no grupo
diabético), sendo estatisticamente semelhantes (p=0,54). Houve perdas de amostras de células
durante a ativagdo apos o descongelamento, pois em algumas amostras a quantidade de células
vidveis era muito pequena inviabilizando a analise por citometria. Ao final dos experimentos foi

possivel quantificar a expressao de citocinas em linfocitos T de 9 individuos do grupo DM e 15
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do grupo controle. Nao foram observadas diferencas entre os grupos para os dados perfil

intracelular de produgao de citocinas linfocitarias do sangue periférico.

Tabela 6. Porcentagem de expressao de citocinas nos linfocitos T

GC | GDM | P GC | GDM | P

Basal Amostra estimulada

TNF-0. | 0,1(0,0-2,0) | 0,2+ (0,0-1,0) | 0,90 | 33.4 (24,2-59,6) | 40,1 (31,0-52,6) | 0,11

IFN-y | 0,4(0-2,44) | 0,6(0,11-2,28) | 023 | 16,7 (8,9-40,4) | 15,5 (0,0-32,3) | 0,51

L4 | 22(0,0-54) | 3,0+(1,1-53) | 018 | 33(1,0-10,1) | 4,3(0,9-151) | 023

IL-10 | 0,0(0,0-0.8) | 03(0,0-1,2) |022] 03(0,0-1,5) 0,5(0,0-32) | 0,42

IL-17 | 02(0,0-1,0) | 03(0,0-22) | 0,33 0,4 (0,0-4,1) 0,9 (0,0-5,2) | 0,58

Os dados estdo apresentados em médias ou medianas e valores minimo e maximo. GC, grupo
controle; GDM, grupo diabético. Nivel de significancia de 5%.
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5. DISCUSSAO
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Os resultados obtidos indicam que em individuos portadores de DM ha menor capacidade
cardiopulmonar do que em individuos controles. Esta menor capacidade nao esta correlacionada
as concentracgdes plasmaticas de HbA ;. ou PCR. Nao foram encontradas diferengas nas variaveis
de funcdo pulmonar, porém a VEF;/CVF em porcentagem do predito, FEF;s.750, € RVVM e
também as variaveis do teste de exercicio, poténcia pico, FC pico ¢ VCO, foram preditoras do
diabetes mellitus. Nao houve diferencas nas concentragdes plasmaticas de PCR e lipidios e na
expressdo de citocinas linfocitérias entre os grupos DM e controle.

A reducdo da capacidade cardiopulmonar em diabéticos tem sido descrita em diversos
estudos. Nossos resultados corroboram em estudos prévios que mostraram redu¢do do VOapic, €
do VOya (3; 18; 33; 52; 100-102) e maiores valores de taxa de troca gasosa (RER) em
individuos diabéticos devido ao aumento do metabolismo anaerobio e reducdo da capacidade
oxidativa do musculo esquelético (33; 103). O VOapic, ¢ a medida que melhor representa o
desempenho fisico. Sua reducdo em individuos portadores de DM ndo parece ser devido ao
sedendarismo ou obesidade (3), comumente representando alteragdes sub-clinicas micro e
macrovasculares (19).

Nesse estudo os individuos diabéticos apresentaram maiores valores dos equivalentes
ventilatorios de oxigénio e gas carbdnico (VE/VO, e VE/VCO;) no limiar de anaerobiose.
Ambos equivalentes, no momento do LA podem ser utilizados como indicador de eficiéncia
ventilatoria, demonstrando o grau de adequacdo da resposta ventilatoria aos estimulos
metabolicos, embora o VCO,; seja mais comumente utilizado (25). Maiores valores indicam a
necessidade de maior ventilagdo para conseguir manter os niveis requeridos de oxigé€nio e
eliminacdo de gas carbonico, demonstrando que diabéticos possuem menor eficiéncia
ventilatoria. No modelo de predi¢do de diabetes utilizando as variaveis do teste de exercicio,

observamos que quanto maior o valor do VCO, no LA, considerando as demais variaveis
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constantes, maior a probabilidade de possuir diabetes, indicando a associacdo entre diabetes e
reducdo da eficiéncia ventilatoria.

Alteragdes na extracdo periférica de oxigénio em individios portadores de DM foram
observadas por Baldi e colaboradores (33). A piora da capacidade de difusdo estd intimamente
associada a alteragdes vasculares, influenciando a relagdo ventilagdo-perfusdo e,
consequentemente, reduzindo a efici€ncia ventilatoria (104).

Seyoum e colaboradores (19) e Benbassat e colaboradores (52) avaliaram a resposta de
diabéticos ao teste de exercicio fisico, obtendo resultados semelhantes aos do presente estudo,
com importantes diferengcas no VOypico. O primeiro estudo (19) incluiu somente o teste de
exercicio cardiopulmonar e concluiu que a redugdo do VOypic, comumente representa alteragdes
sub-clinicas micro e macro-vasculares, o que pode sinalizar futuros eventos clinicos
cardiovasculares. Benbassat e colaboradores (52), adicionou a avaliagdo da capacidade de
difusdo, concluindo que as alteragdes na condicionamento cardiopulmonar seria devido a fatores
cardiovasculares que ocasionaria mudancas microvasculares no sistema pulmonar alterando
negativamente o desempenho no exercicio fisico.

Corroborando também, Middlebrooke e colaboradores (105) utilizaram o teste de
exercicio cardiopulmonar e laser doppler no antebrago para avaliar a fun¢do microvascular,
verificando que o condicionamento cardiopulmonar tinha correlagio com disfungdo
microvascular em individuos com resisténcia a insulina. Por outro lado, a capacidade aerdbia nao
estava reduzida nesses individuos quando comparados aos controles, indicando que as alteragdes
vasculares ocorrem antes das alteracdes cardiopulmonares e precedem o desenvolvimento do
DM. As complicagdes vasculares resultam em alteracdes na capacidade de desempenho no
exercicio e ambas podem eventualmente sinalizar futuros eventos clinicos cardiovasculares no

DM (19). Adicionalmente, as alteracdes do metabolismo lipidico presentes no DM afetam a
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eficiéncia de extragdo do oxigénio (24). Embora nosso estudo ndo tenha avaliado a capacidade
de difusdo, diversos autores tem demostrado em individuos portadores de DM associagdo de sua
reducdo com alteragdes micro e macro-vasculares e com a limitagdo da capacidade
cardiopulmonar.

A hiperglicemia ¢ um fator que tem sido associado com disfunc¢do endotelial, micro e
macroangiopatia e piora na capacidade de difusdo, fatores estes que afetam a regulagdo do
transporte de oxigénio e sua utilizagdo (15; 20). Por outro lado, o impacto do controle glicémico
no VOypico € na capacidade de exercicio em diabéticos apresentam dados conflitantes (15; 18;
20). Nossos resultados estdo de acordo com outros estudos (18; 106; 107) que nao observaram
nenhuma correlacao significativa entre controle glicémico e capacidade de exercicio em adultos
com DM.

No presente estudo, os diabéticos alcangaram menor poténcia no pico do exercicio assim
como em outro estudo com metodologia semelhante (52). Esse comportamento no pico do
exercicio aumenta a probabilidade de ser diabético, conforme demostrado no modelo estatistico
de predi¢cao da doenga apresentado. Também observamos que no GDM houve redugdo na carga
ajustada pela massa corporal, tanto no LA quanto no pico do exercicio. O comportamento desta
variavel no DM pode ser devido a limitagdes na eficiéncia do coragdo como bomba, na
redistribuicdo sanguinea para os musculos ativos e na extracdo de oxigénio pelo musculo
esquelético (28; 33). No DM ha redugdo da taxa de ajustamento circulatério em relagao ao
aumento da carga de trabalho (28), sendo assim, para essa populacdo, quanto maior a carga,
menor a eficiéncia desses sistemas.

Menores valores da FC no pico do exercicio nos diabéticos tém sido observado em
diversos estudos (18; 23; 52). Adicionalmente, no modelo preditivo apresentado utilizando

variaveis do teste de exercicio, menores valores de FC pico estdo associadas a maior chance de
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apresentar o DM. A resposta da FC ao exercicio depende de inumeros fatores, dentre eles a
modulagdo do sistema nervoso autondmico cardiaco. Comumente o DM estd associado com
disfun¢do autondmica subclinica (108). O desbalango simpatico-vagal tem sido relatado (109), e
pode ser um dos fatores que contribuem para o comportamento da FC ao exercicio.

Em relacdo a regressdo logistica para predigdo do DM, sua interpretagdo adequada
depende de se considerar as varidveis em conjunto, ndo sendo possivel estimar a probabilidade
utilizando-as isoladamente. Além disso, esses resultados ndo permitem avaliar a relagdo de causa
e efeito entre as varidveis.

Verificamos que o modelo de predicdo do DM com as variaveis do teste de exercicio
reforcam o fato que o DM possui menor capacidade de adaptagdo ao estresse imposto pelo
exercicio, uma vez que a maior probabilidade de possuir a doenca estd associada a menor
eficiéncia ventilatoria (demostrada pelo VCO; e pelo VE/VCO;), menor FC no pico do exercicio
e menor poténcia pico, sendo que esse modelo apresentou 90% de habilidade preditiva.
Considerando que essas respostas sdo resultado da interagdo de diversos sistemas, mais estudos
s30 necessarios para elucidar os mecanismos envolvidos nessas alteragoes.

A redugdo da fun¢do pulmonar em repouso tem sido observada no DM, relacionada ao
mau controle glicémico (43; 45; 110) e a inflamagao sistémica (35; 50; 73), porém neste estudo
ndo observamos diferengas entre o grupo diabético e controle nas varidveis espirométricas
estudadas. Por outro lado, observamos através do modelo de predicdo de DM utilizando
variaveis espirométricas uma habilidade preditiva de 81,9%. Nesse modelo foram inclusas as
variaveis FEF;s.750, em valores absolutos, VEF;/CVF ¢ a RVVM. Maiores valores do FEF,5.750,
indicaram maior probabilidade de ser diabético. J& em relagdo ao VEF,/CVF e a RVVM,
menores valores indicaram maior chance de ser diabético. O volume corrente foi incluso na

equacao de predi¢do do DM porém nao indicou um aumento de chance significativo.
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A VVM geralmente ¢ utilizada para testar a capacidade do individuo para manter um alto
nivel de ventilagdao. Nossos achados indicam que quanto menor essa capacidade, como exigido
em um exercicio extenuante por exemplo, maior o risco de apresentar o DM.

Os valores do FEF;s.75¢, ndo sao comumente utilizados nos estudos de funcao pulmonar.
Apesar disso, sabe-se que individuos com idade até 45 anos expiram, em geral, mais de 75% da
CVF no primeiro segundo e individuos mais idosos expiram em geral mais de 70% (111). A
manutengdo de um maior fluxo de ar no periodo intermediario da expiracao for¢ada pode indicar
um aprisionamento de ar, o que ¢ caracteristico de pacientes com doenca pulmonar obstrutiva
cronica (DPOC). Além disso, recentemente, demonstrou-se que o FEF;s.s0, possui valor
preditivo para 6bito pela DPOC (27) e valores baixos de VEF;/CVF indicam doenca respiratoria
obstrutiva, sendo utilizados como critério diagndstico (112). Estas altera¢des no teste de fungao
pulmonar também sdo encontradas em individuos com asma, porém ndo ha evidéncias na
literatura que haja associacao desta doenga com o DM.

A DPOC tem sido associada ao aumento do risco de desenvolver o DM (113-115).
Mannino e colaboradores (115) observaram que individuos com FEV;/CVF menor que 70% e
FEV| menor que 50% apresentava odds ratio (OR) para DM de 1,5 (1,1-1,9) e individuos com
FEV/CVF menor que 70% e FEV| maior ou igual a 50% apresentavam OR para DM de 1,4
(1,2-1,6). No mesmo estudo, individuos com sintomas de doenga respiratdria porém sem
anormalidades pulmonares, apresentaram OR para DM de 1,4 (1,3-1,6). A piora da fungdo
pulmonar apresentou uma significativa relagdo com a presenga do DM (115), contudo, as razdes
dessas associagdes permanecem desconhecidas, mas podem estar relacionadas a fatores de risco
comuns como tabagismo, inflamagdo sist€mica e outros fatores indefinidos (115; 116).

Embora nosso estudo nao tenha verificado alteragdes na fungdo pulmonar, a reducao da

VEF/CVF e aumento do FEFs.750, como preditores do DM em individuos sem historico de
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tabagismo pode indicar que altera¢des nos fluxos e volumes pulmonares em pacientes portadores
de DM parecem ocorrer antes das manifestacdes clinicas de queda de funcao pulmonar. Assim, a
avaliacdo da funcdo pulmonar pode ser adicionada a avaliagdo de outros fatores de risco ja bem
estabelecidos para o DM.

Um importante fator que influencia os volumes e capacidades pulmonares, além de estar
envolvido com a fisiopatologia do DM, ¢ a obesidade. Apesar da diferenca de IMC entre os
grupos estudados, os resultados da espirometria foram semelhantes. Corroborando esse achado,
Pekkarinen e colaboradores (117) observaram que a composi¢ao corporal ndo apresentou relagdo
com os resultados da espirometria em individuos com IMC até 30 kg/m’. Um outro estudo
recente demonstrou que embora o IMC tenha uma relagdo inversa com varidveis funcionais
respiratorias, dentre elas CVF, VEF,, FEF,s.7s0,, VEF|/CVF, as alteragdes significativas ocorrem
somente quando este indice excede 45 kg/m? (118).

A associacdo entre controle glicémico e redug¢do da fungdo pulmonar tem sido relatada
em alguns estudos. Davis e colaboradores (45) observaram que a exposi¢ao glicémica (avaliada
através da HbA ) foi um forte e consistente preditor negativo da fungdo pulmonar sendo que o
decréscimo da fun¢do estava associado ao tempo de diagnostico. Dennis e colaboradores (110)
avaliaram a influéncia do controle glicémico na fun¢do pulmonar e inflamagao sistémica. Eles
concluiram que diabéticos com mau controle glicémico apresentam menores valores de CVF e
VEF,, estando o decréscimo da funcdo pulmonar associado ao aumento de mediadores
inflamatdrios. Nossos dados indicam auséncia de correlagdo entre a fung¢do pulmonar e o
controle glicémico. Resultados semelhantes aos nossos foram observados por outros autores (34;
39; 52).

Guvener e colaboradores (39) observaram difusdo pulmonar diminuida no grupo

diabético, correlacionando-a com a duragao da doenga, mas ndo com o controle glicémico (39).
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As principais causas de piora da funcdo pulmonar em diabéticos tém sido atribuidas a
microangiopatia dos capilares e artérias pulmonares (50) porém o teste de fungdo pulmonar
utilizado no presente estudo ndo ¢ adequado para avaliar esse tipo de alteragao.

A amostra de individuos diabéticos estudada apresentou niveis normais de PCR e esse
marcador inflamatorio ndo se correlacionou com as caracteristicas clinicas, medidas de
concentracdes plasmaticas de lipidios ¢ HbA . e os testes de fungdo pulmonar e cardiopulmonar
realizados. A presenca de baixa capacidade funcional aerdbia independente dos niveis
inflamatdrios pode indicar que a inflamagdo sub-clinica ndo seja um fator predominante na
reducdo do condicionamento fisico no DM. Embora diversos estudos mostrem elevagdo da
concentracdo de PCR associada ao DM (65), ao IMC (67; 119) ao baixo condicionamento
cardiopulmonar (72; 120) e a reducao da fun¢do pulmonar (73; 110), o histdrico de tabagismo ¢é
um importante aspecto que comumente deixa de ser controlado nestes estudos. Tabagistas
apresentam elevados niveis de PCR e ex-tabagistas tem concentragdes de PCR dependentes da
duracdo da cessacdao do habito (121). A associacdo entre fung¢do pulmonar, inflamacdo e
tabagismo tem sido descrito (122). O presente estudo incluiu somente individuos que nunca
fumaram para reduzir os fatores confundidores relacionados a inflamacao.

Por outro lado, ha que ser considerado que em nosso estudo o grupo diabético fazia uso
de diversos medicamentos que podem influenciar a inflamagdo. Entretanto, estes farmacos sao
aqueles comumente utilizados, por individuos portadores de DM encontrados na populagdo e nao
sO na amostra.

Embora diversos estudos tratem da relagdo entre inflamacao sist€émica e DM, o nimero
de estudos avaliando a expressdo de citocinas em linfocitos ¢ muito limitado. Estudos classicos
propdem que o defeito nos linfocitos T seria a explicacdo mais provavel para as alteracdes na

resposta imunologica descritos no DM (123; 124) ha mais de trés décadas.
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Na amostra estudada ndo foram observadas diferengas na expressdo de citocinas
linfocitarias em amostras basais ou ap6s estimulagdo de 6 horas. Corroborando nossos achados,
Foss-Freitas e colaboradores (60) observaram que individuos com DM apresentaram
porcentagens semelhantes de IFN-y e IL-10 em niveis basais ou apds estimulagdo, atribuindo
esses achados aos efeitos anti-inflamatérios da insulina.

Em nosso estudo, o grupo diabético apresentou 10 amostras inviaveis para detec¢do das
citocinas intracelulares em linfocitos T, enquanto no grupo controle, 4 amostras. Isso pode
indicar possiveis alteracdes em linfocitos T de diabéticos, visto que apos o descongelamento
houve uma perda muito maior de amostras de células desse grupo. Stentz e Kitabchi (59)
observaram em estudo in vitro que a insulina tem papel crucial na manuten¢do do estado ativo
dos linfocitos T. Além disso, reducdo da quantidade de linfocitos tem sido descrita em individuos
com DM (59). Nossos resultados podem indicar que diabéticos possuem linfécitos T mais
vulneraveis a manipulag¢do imposta durante o ensaio in vitro.

O uso da técnica que avalia a expressao intra-celular de citocinas tem sido defendida
devido a fatores séricos de intimeras populagdes celulares interferirem nas concentracdes
plasmadticas das citocinas (60). Adicionalmente, o papel dessas citocinas deveria ser investigado
idealmente no sitio inflamatdrio em questao, ou seja, pulmao. S0 necessarias investigagdes mais

especificas, metodogias mais sensiveis e maior tamanho amostral para verificar essas hipoteses.
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6.CONCLUSOES
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Concluindo, os resultados obtidos confirmam a redugdo da capacidade cardiopulmonar

no DM. Nao foi observada alteragdo na avaliagdo dos mediadores inflamatérios (citocinas intra
linfocitarias) e marcador de inflamag¢do (PCR) estudados. A inflamagao sistémica associada ao
DM pode ser influenciada por outros fatores ausentes na amostra estudada. Adicionalmente, os

dados sugerem que altera¢des cardiopulmonares estao preditivamente associadas ao DM.
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Abstract
We evaluated the relationship between glycemic control, C-reactive protein (CRP) levels
and cardiorespiratory fitness in adult patients with Diabetes Mellitus (DM). Nineteen men with
diabetes and nineteen control subjects age and sex-matched were studied. In conclusion,
cardiorespiratory fitness is reduced in DM and not correlated with CRP levels or HbA ..
Keywords: Diabetes Mellitus, cardiopulmonary exercise test, glycemic control, C-reactive

protein



72

1. Introduction

Diabetes mellitus (DM) has been associated with the impairment of cardiorespiratory
fitness [1, 2]. However, the results regarding cardiopulmonary dysfunction and its underlying
mechanisms in DM are still controversial.

The objective of this study was to evaluate the relationship between glycemic control
assessed by HbA ., C-reactive protein (CRP) levels and cardiorespiratory fitness in adult patients

with DM.

2. Methods

After providing written informed consent, nineteen men with diabetes (aged 51 + 1 years;
mean + SE) and nineteen control subjects age and sex-matched (aged 49 + 2 years; mean + SE)
participated in the study, which was approved by the Ethics Committee of Federal University of
Sao Carlos.

All subjects were sedentary with oxygen consumption (VOpeak) considered very low, low
or reasonable according to the exercise capacity classification of American Heart Association
[3].

On the experimental day, after 10-12 hours of fasting, the subjects underwent
anthropometrical evaluation and blood samples were drawn for measurement of hemoglobin
A1C (HbA ¢ and plasma concentration of CRP (Siemens, Tarrytown, NY, USA).
Cardiopulmonary Exercise Test. Incremental exercise test was performed on a cycloergometer
with electromagnetic breaking (Quinton Corival 400, Seattle, WA, USA), and cardiopulmonary
data were continuously collected with a metabolic unit (CPX/D, MedGraphics, St. Paul, MN,
USA): oxygen consumption (VO,), carbon dioxide production (VCO,), minute ventilation (VE)

and respiratory exchange ratio (RER) (VCO,/VO,). The workload increases, range 13-22W/min,



73
were determined for each subject according to the formula proposed by Wasserman et al. [4].
VOzpeak and VO, at anaerobic threshold (AT) were measured by a standard technique [4]. During
the exercise, subjects maintained a speed of 60 rpm. Heart rate (HR) was continuously monitored
and blood pressure was measured every 2 minutes. The test was symptom limited [5]. It was
interrupted when blood pressure reached the limits: systolic blood pressure (SBP) higher than
200 mmHg or diastolic blood pressure (DBP) higher than 120 mmHg or when subject referring
chest pain, dyspnea and/or exhaustion evaluated with Borg Scale (CR10).
Statistical analysis. All results are expressed as means + SE. The Shapiro-Wilk test was used to
test the normality of distribution. Group differences of variables were compared using Student’s
independent sample ¢ test or Man-Whitney test. Relationships between variables were
determined by Pearson or Spearman correlation coefficient (r). P value < 0.05 was considered
statistically significant. All analyses were performed using Minitab software program version

15.0 for Windows.

3. Results

Control subjects and individuals with DM were not different in age, anthropometric
parameters, and CRP (Table 1). BMI and resting HR were significantly higher in individuals
with DM (Table 1). The average duration of diabetes was 11 years (range, 2-25 years) and the
HbA . mean levels were 8.4% (range, 6-12.9%) (Table 1).

Ventilatory equivalent for oxygen and for carbon dioxide (VE/VO, and VE/VCO,) were
higher and the VO, at AT were lower, in individuals with DM than in control subjects (p<0.05).
The workload adjusted by weight was lower in individuals with DM at AT and exercise peak.

There was no other difference in cardiorespiratory variables at AT between the groups (Table 2).
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At the exercise peak, work (w), HR and VO, were significantly lower in DM than in
control group. In addition, the individuals with DM had higher RER than control subjects (Table
2). There was no other difference in cardiorespiratory variables at exercise peak between groups
(Table 2).
There was no correlation between CRP or HbA . level and cardiopulmonary variables (data
not shown).

4. Discussion

In this study, we have shown that subjects with DM have decreased cardiopulmonary
fitness which is not correlated with glycemic control and CRP.

Previous studies have demonstrated reduced both VO, at AT and VO, in subjects with
diabetes [1, 6-10]. These disarrangements have been attributed to micro- and macro-vascular
disease independent of body weight; however the underlying mechanisms have been poorly
investigated.

Both, HR and RER were altered in patients with diabetes. Decreased HR in DM could be
associated with subclinical autonomic dysfunction and high values of RER in DM would be
expected due to the increase in anaerobic metabolism and diminished oxidative capacity of
skeletal muscle [8, 11].

There was no difference in AVO2/ AW between the groups, however Regensteiner et al.
[2] reported lower AVO2/ AW values in DM. Furthermore, subjects with DM showed reduced
workload adjusted by weight. This may be due to limitations in cardiac output, blood flow
redistribution to working muscle, and skeletal muscle O, extraction [8].

Regarding the impact of glycemic control on VO, and exercise capacity in subjects

with diabetes, there are conflicting data [9, 12, 13]. Our results are in accordance with other
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studies [9, 14, 15] which did not observe any significant relationship between blood glucose
control, assessed by HbA ., and exercise capacity in adults with DM.

In this sample of subjects with diabetes, CRP levels were within the normal range. This
may indicate that low grade inflammation is not the predominant causing factor to decreased
fitness in DM. Although many studies demonstrated elevated CRP concentration associated with
DM [16, 17], smoking status is an important aspect that is not usually controlled. Smokers have
elevated CRP levels and past smokers have CRP levels dependent on duration of cessation [18]
and the association between lung function and inflammation in this group has been reported [19].
However, the influence of smoking status and low grade inflammation in subjects with DM is
not established. Our study, all subjects had never smoked to minimize the confounders factors to
inflammation.

In conclusion, the decreased cardiorespiratory fitness observed in this study is not
correlated with CRP levels and glycemic control. The inflammatory changes associated with DM
reported by other studies may be influenced by factors absent in our study. The association

between exercise capacity and DM needs clarification.
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Table 1 - Clinical and laboratory characteristics

Control subjects Individuals with DM P
N 19 19 -
Age (years) 48.8 £7.5 51.2+5.9 0.16
Weight (kg) 76.6 £ 9.0 85.5+13.7 0.02
Height (m) 1.73 £ 0.08 1.73 £ 0.1 0.97
BMI (kg/m?) 25.6 £1.91 28.7 £4.4 0.001"
Duration of DM (years) - 11£1.5 -
Resting HR (beats/min) 71.3 £9.05 78.3+£9.78 0.03
Resting SBP (mmHg) 123 +£9.5 125 +15.8 0.48
Resting DBP (mmHg) 85+7.0 85+10.7 0.81
HbAlc (%) 5.73 £ 0.1 8404 <0.001"
Total cholesterol (mg/dl) 210.1+0.4 189.9 +£1.6 0.29
HDL cholesterol (mg/dl) 48.0 £10.6 45.6 £11.6 0.52
LDL cholesterol (mg/dl) 121.6 £ 35.6 113.8 £30.7 0.49
Triglycerides (mg/dl) 170.2 £110.6 147.5 £78.2 0.46
CRP (mg/L) 0.7 +0.7 0.88+0.9 0.75

Data are means + SD P < 0.05 vs. control subjects.



Table 2 - Cardiopulmonary exercise test parameters
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Control Individuals with P Control Individuals with P
subjects DM subjects DM
AT peak
Work (W) 82.5+19.8 72.2+17.8 0.24 158.3 £22.3 135.1 £25.2 0.006"
HR (beats/min) 102.5 + 14.1 104.9 +10.5 0.55 | 148.9 +12.24 138.6 £ 10.26 0.009"
SBP (mmHg) 155+16.8 162 £16.7 0.20 183 +13.8 186 £ 17.7 0.57
DBP (mmHg) 89+74 95 +12.2 0.17 97 +10.5 99 +13.9 0.90
RER 0.88 + 0.06 0.90 £ 0.05 0.20 1.08 £0.10 1.15+0.11 0.04"
VO, (ml/kg/min) 14.1+3.4 12.2+2.2 0.04 242 +3.2 18.9+2.8 <0.001"
VCO, (ml/min) 931.9 +£194.1 924.8 +162.2 0.90 1972.1 £ 260 1852.7 + 330 0.30
VE (L/min) 25.9 £5.7 26.8+4.9 0.6 57.6+11.8 55.7+£12.6 0.64
Oxygen Pulse 104 £2.1 9.8+1.5 0.29 123 +2.1 11.8+2.3 0.43
(ml/beat)
VE/VO, 245+23 26.2+2.4 0.03" 314 +5.1 343 +£5.6 0.10
VE/VCO, 27.8+2.8 29.2+2.4 <0.001 28.9+4.4 29.8+3.13 0.46
AVO2/ AW 933+1.4 9.72 £ 1.6 0.45 10.16 + 1.45 9.85 +1.59 0.54
Work/weight 1.1+£03 0.9+0.2 0.02* 21+03 1.6 £0.2 <0.001"
(Wikg)

Data are means + SD: *P < (.05 vs. control subjects.
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APENDICE B - Anilise e expressao de citocinas intracelulares em linfocitos
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Figura B.1. Expressao basal de citocinas intracelulares linfocitarias.

(A) Gate na populacdo de linfocitos estabelecida com base nos parametros de tamanho (FSC) e
granularidade (SSC); (B) Dot-plot do isotipo controle; (C), (D), (E), (F) e (G) Dot-plot da expressdo basal
de citocinas em linfécito T CD3+ e as citocinas IL-17, IL-10, IL-4, TNF-a e IFN-y, respectivamente.
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Figura B.2. Expressido de CD69 em linfocitos estimulados com PMA e Ionomicina
(A) gate na populacdo de linfocitos (R1), estabelecida com base nos parametros de tamanho (FSC) e
granularidade (SSC). (B)(C) Dot-plot do isotipo controle e de linfocitos T CD3+CD69+, respectivamente.
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Figura B.3. Expressao de citocinas intracelulares em lifocitos estimulados com PMA e
Ionomicina

(A) Gate na populagdo de linfocitos estabelecida com base nos parametros de tamanho (FSC) e
granularidade (SSC); (B) Dot-plot do isotipo controle; (C), (D), (E), (F) e (G) Dot-plot da expressao basal
de citocinas em linfocito T CD3+ e as citocinas IL-17, IL-10, IL-4, TNF-a e IFN-y, respectivamente.
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APENDICE C

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM FISIOTERAPIA

) Area de Concentragdo: Processos de Avaliagdo e Intervencdo em
Fisioterapia
Via Washington Luis, Km 235 - C.P.676 - CEP. 13.565-905 - SAO CARLOS - SP - BRASIL

TEL: (016) 260-8448 /260-8341-FAX. (016) 261-2081
E.mail: ppg-cr@power.ufscar.br

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa “Avaliagcdo das interrelacdes da
fun¢do cadio-respiratoria e mediadores inflamatdrios no Diabetes Mellitus”. Esta pesquisa tem
por finalidade avaliar a influéncia do diabetes sobre o coragdo e o pulmao e a inflamacgao.

Inicialmente, vocé sera avaliado por um médico cardiologista que fara eletrocardiograma
e teste em esteira para detectar qualquer manifestacdo clinica de intolerancia ao esforco que
contra-indique sua participacdo na pesquisa.

A sua participacdo na pesquisa constara em coleta de sangue para exame e a um teste
para avaliar o seu pulmdo e coragdo em um aparelho que fard varias medidas em repouso e
enquanto voc€ anda em uma esteira. Antes de iniciar os testes, vocé recebera varias instrugoes e
serd acompanhado por uma equipe treinada que estara alerta a qualquer alteragdo que possa
sugerir a interrupgao da avaliagao.

Os beneficios que podem haver com a sua participacdo sdo conhecer detalhadamente
como estdo funcionando o seu coracao e pulmdo e também contribuir para que os resultados
ajudem individuos com diabetes. Os riscos que podem haver com a sua participagdo sdo cansago
e desconforto fisico (falta de ar, boca seca e fadiga muscular) durante a avaliagdo. Em qualquer
situacdo, a equipe de profissionais presentes estara pronta para lhe auxiliar.

As informagdes obtidas durante as avaliagdes serdo mantidas em sigilo. Elas serdo
usadas, exclusivamente, para fins cientificos, sem que vocé precise ser identificado.

Vocé podera desistir de participar dos testes e da pesquisa a qualquer momento e se isso
acontecer, nao havera nenhum prejuizo para vocé, mantendo-se o comprometimento da
pesquisadora para suas eventuais necessidades.

Vocé recebera uma copia deste documento e podera se comunicar com os pesquisadores
responsaveis pela pesquisa nos telefones e emails abaixo. A pesquisa estd de acordo com o
Comite de Etica e Pesquisa da UFSCar e caso haja qualquer davida vocé pode entrar em contato
com eles através do tel: : (016) 3351-8028 e email cephumanos@power.ufscar.br ou no
endereco: Via Washington Luiz, Km. 235, CEP 13.565-905 - Sao Carlos - SP — Brasil.

Sdo Carlos, de de 2010.

Assinatura do voluntario
Pesquisadores responsaveis:

Cristina Oliveira Francisco Angela Merice de Oliveira Leal
(16) 3351-8705 (16) 3351-8340
Email: cristinaft05@gmail.com Email: angelaleal@ufscar.com
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ANEXO 1- Parecer do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade
Federal de Sao Carlos

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS

COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS

@ Via Washington Luiz, Km. 235 - Caixa Postal 676
-I% CEP 13.565-505 - S&o Carlos - SP - Brasil
A= Fones: (016) 3351-8028 Fax (016) 3351-8025 Telex 162369 - SCUF - BR
cephumanos@power.ufscar.br
http://www.propg.ufscar.br

Parecer N°. 412/2010

CAAE: 0092.0.135.000-10

Titulo do projeto: AVALIACAO DAS INTERRRELACOES DA FUNCAO CARDIO-
RESPIRATORIA E MEDIADORES INFLAMATORIOS NO DIABETES MELLITUS

Area de conhecimento: 4.00 - Ciéncias da Satide / 4.08 - Fisioterapia ¢ Terapia Ocupacional
Pesquisador Responsdvel: CRISTINA OLIVEIRA FRANCISCO

Processo niimero: 23112.003687/2010-6

Grupo: ITT

Anilise da Folha de Rosto
A Folha de Rosto estd completamente preenchida e devidamente assinada.

Descricio sucinta dos objetivos e justificativas
O presente estudo tem o objetivo de avaliar as inter-relagoes entre varidveis metabélicas e inflamaténas e
a fungdo cardiorrespiratéria durante o exercicio fisico.

Metodologia aplicada

O estudo serd realizado no Nicleo de Pesquisa em Exercicio Fisico (NUPEF) — Laboratério de
Fisioterapia Cardiovascular do Departamento de Fisioterapia da Universidade Federal de Sido Carlos
(UFSCar). Serdo avaliados 20 diabéticos e 20 individuos controles sauddveis do sexo masculino com
idade entre 40 e 60 anos. Os procedimentos experimentais serdo conduzidos em apenas uma manhi e
constariio de: coleta de sangue, testes bioquimicos no sangue coletado, prova de fun¢io pulmonar e teste
cardiovascular.

Identificacdo de riscos e beneficios
A andlise de eventuais riscos e beneficios estd parcialmente adequada.

Forma de recrutamento

Para o recrutamento dos individuos do estudo serdo utilizados meios de comunicagio como rédio,
internet, jornais e cartazes divulgando o estudo.

Os individuos que manifestarem interesse em participar do estudo. serdo informados sobre o mesmo ¢
todos os procedimentos que ele envolve. Uma vez que tenham aceito participar, serd marcada uma data
para formalizar a adesdo por meio da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e inicio
das avaliagdes.

Os individuos serio encaminhados para uma avaliagdo inicial com médico cardiologista para avaliagio
clinica e da capacidade funcional do sistema cardiovascular, bem como para diagnosticar possiveis
alteragbes como isquemia do miocdrdio e/ou patologias cardiovasculares associadas que contra-indiquem
a participagio no presente estudo.

Parecer
As pendéncias apontadas no Parecer n°. 369/2010 foram satisfatoriamente resolvidas. Projeto aprovado.
Atende as exigéncias contidas na Resolugiio 196/96, do Conselho Nacional de Saide.

Normas a serem seguidas

* O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 196/96 —
Item IV.1.1) e deve receber uma cépia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por
ele assinado (Item IV.2.d).

* O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o
estudo somente apds andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS Item
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I11.3.z), aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa (Ttem
V.3) que requeiram agio imediata.

» O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes

que alterem o curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e
enviar notificagio ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria — ANVISA - junto com seu
posicionamento.

« Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do
Grupo I ou IT apresentados anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envid-las
também A mesma, junto com o parecer aprobatério do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res.
251/97, item I11.2.e).

« Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente dentro de | (um) ano a partir
desta data e ao término do estudo.

Sio Carlos, 10 de novembro de 2010.

Ay

Prof. Dr. Daniel Veﬂ’dﬁlacolo
Coordenador do CEP/UFSCar
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