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RESUMO

Estudo 1: Objetivo: avaliar o controle autonémico cardiovascular por meio de
técnicas no dominio do tempo e frequéncia, em uma sesséo de exercicio de carga
constante de intensidade moderada em homens diabéticos e saudaveis. Métodos:
Foram avaliados 39 homens (40-64 anos) divididos em 2 grupos: GDM2 (n=20,
diagnostico de DM2) e GC (n=19, sem diagnostico de DM2). Os participantes
realizaram 10 min de repouso (REPOUSO), em seguida, o voluntario foi posicionado
em um cicloergbmetro para iniciar o teste em carga constante (1 min de repouso, 3
min de aquecimento, 6 min de exercicio em carga de constante - EXERCICIO, 6 min
de desaquecimento, 1 min de repouso) seguido de um periodo de 10 min de
repouso sentado (RECUPERACAO). A carga do exercicio correspondeu a 80% do
VO:LTG (limiar de troca gasosa) identificado por teste de exercicio cardiopulmonar
prévio (TECP). Os intervalos R-R do eletrocardiograma (BioAmp FE132) e a onda de
pressdo de pulso periférica (Finometer PRO) foram coletados continuamente ao
longo do protocolo. Sequéncias estaveis de 256 pontos foram escolhidas em
REPOUSO, EXERCICIO e RECUPERACAO. Foi realizada a analise no dominio do
tempo para a variabilidade da frequéncia cardiaca (FC), pressao arterial diastélica
(PAD), presséo arterial sistélica (PAS) (u: média e 02 variancia) e SBR (método da
sequéncia), bem como no dominio da frequéncia para a variabilidade da FC, PAD,
PAS (analise espectral) e SBR (analise espectral cruzada). Resultados: o0 GDM2
apresentou menores valores de pirr € maiores valores de FC, maior valor de baixa
frequéncia em unidades normalizadas (BFun — iRR) e fase (baixa frequéncia) mais
negativa na RECUPERACAO em comparacdo ao REPOUSO. Conclusdo: O GDM2
apresentou prejuizo do controle autondmico cardiovascular na recuperacdo do
exercicio, avaliado pela VFC e SBR. Estudo 2: Objetivo: avaliar o efeito da
fotobiomodulacdo (FBM) no controle autonémico cardiovascular, analisado pela
sensibilidade barorreflexa (SBR) (método da sequéncia), em exercicio de carga
constante e recuperacdo em homens diabéticos. Métodos: Foram avaliados 11
homens com diabetes tipo 2 (DM2) (40-64 anos). O protocolo de exercicio em carga
constante (TECC) foi realizado em dois dias diferentes, com 14 dias de intervalo,
para garantir o periodo de washout da FBM. Os participantes foram submetidos a
FBM (150J/300J/placebo) por diodos emissores de luz (LED) em ordem
randomizada, seguido pelo protocolo de exercicio e equipamentos descrito no
estudo 1. A FBM foi aplicada nos musculos quadriceps femoral e triceps sural.
Sequéncias estaveis de 256 pontos foram escolhidas em REPOUSO, EXERCICIO e
RECUPERACAO. A (SBR) foi calculada no dominio do tempo pelo método da
sequéncia (dseq). A comparacéo entre as terapias (150J/300J/placebo) e a condicéo
(REPOUSO, EXERCICIO e RECUPERACAO) foi realizada pelo teste de medidas
repetidas Anova Two-Way. Resultados: N&o houve interacdo entre terapia e
condicdes. Houve apenas o efeito da condigcdo (p<0,001), mostrando que o
comportamento de aseq foi semelhante, independentemente da terapia. Concluséo:
a FBM, aplicada previamente a um teste de exercicio em carga constante de
intensidade moderada no DM2, ndo foi capaz de promover alteracdes no controle
autondmico cardiovascular, levando a uma melhora da SBR.

Palavras-chave: Fotobiomodulacéo; teste de exercicio em carga constante;
diabetes mellitus 2; sensibilidade barorreflexa, variabilidade da frequéncia cardiaca,
variabilidade da pressao arterial



ABSTRACT

Study 1 Aim: to evaluate cardiovascular autonomic control through time and
frequency techniques in a moderate-intensity constant-load exercise session in
healthy and diabetic men. Methods: We evaluated 39 men (40-64 years) divided into
2 groups: GDM2 (n=20, DM2 diagnosis) and GC (n=19, without DM2 diagnosis). The
participants performed a 10 min of rest (REST), then the volunteer was positioned on
a cycloergometer to start the constant workload test (1 min rest, 3 min warm-up, 6
min exercise at constant workload - EXERCISE, 6 min of cool down, 1 min of rest)
followed by a 10 min of rest (RECOVERY). The workload exercise corresponded to
80% of the VO2GET (gas exchange threshold) identified by a previous
cardiopulmonary exercise test (CPET). The electrocardiogram R-R intervals (BioAmp
FE132) and the peripheral pulse pressure (Finometer PRO) signals were
continuously collected throughout the protocol. Stable sequences of 256 points were
selected for REST, EXERCISE and RECOVERY. Time domain analysis for the heart
rate (HR), diastolic arterial pressure (DAP), systolic arterial pressure (SAP) variability
(u: mean and o?: variance) and BRS (sequence method), as well as the frequency
domain analysis for the HR, DAP, SAP variability (spectral analysis) and BRS (cross
spectral analysis) were performed. Results: GDM2 presented lower values of HRrri
and higher values of HR, higher value of low frequency in normalized units (LFnu —
IRR) and more negative phase (LF) in RECOVERY compared to REST. Conclusion:
GDM2 presented cardiovascular autonomic control impairment in RECOVERY,
evaluated by HRV and BRS. Study 2: Aim: evaluate the effect of
photobiomodulation (PBM) on cardiovascular autonomic control, analyzed by
baroreflex sensitivity (BRS) (sequence method) during constant workload exercise
and recovery in diabetic men. Methods: Eleven men with DM2 (40-64 years) were
evaluated. The constant workload exercise protocol was performed on two different
days, with a 14 days interval, to guarantee the PBM washout period. Participants
were submitted to PBM (150J/300J/placebo) by light emitting diodes (LEDSs), followed
by the exercise protocol and equipment described in study 1. PBM was applied to the
guadriceps femoral and triceps surae. Stable sequences of 256 points were selected
for REST, EXERCISE, and RECOVERY. The BRS was calculated in time domain
according to the sequence method (aseq). The comparison between the energies
(150J/300J/placebo) and the condition (REST, EXERCISE and RECOVERY) was
performed by the Two-Way Anova repeated measures test. Results: There was no
interaction between energies and conditions. There was only the effect of the
condition (p <0.001), showing that the behavior of aseq was similar regardless of
energy. Conclusion: the PBM, previously applied to constant workload exercise test
with moderate intensity in DM2, was not able to promote changes in the
cardiovascular autonomic control, leading to an improvement of BRS.

Keywords: Photobiomodulation; exercise test at constant load; diabetes mellitus 2;
baroreflex sensitivity, heart rate variability, blood pressure variability
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Esta tese foi estruturada no formato de artigo cientifico, de acordo com as
normas do programa de poés-graduacdo em Fisioterapia da UFSCar (PPG-Ft

UFSCar) e composta pelos seguintes itens:

1

Contextualizagéo;
2- Estudo 1;

3- Estudo 2;

4- Consideracg0es finais e desdobramentos futuros e

5- Atividades realizadas no periodo.

Os itens citados estdo apresentados nas proximas sessfes desta tese,

escritos na lingua portuguesa e com a inclusao de ilustracdes.
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1. CONTEXTUALIZACAO
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O diabetes mellitus (DM) tornou-se uma epidemia generalizada. Nas
dltimas décadas, ocorreu um aumento expressivo no namero de pessoas
acometidas pela doenca (COLBERG et al., 2010).

De acordo com Wild e colaboradores (WILD et al., 2004), em 2000, o
Brasil estava entre os 10 paises com o maior nimero de casos de DM no mundo
e estima-se que em 2030, chegue a 11,3 milhdes de pessoas com o diagndstico
(figura 1). O impacto humano e econémico desta epidemia é enorme, uma vez
gue o numero de mortes pela doenca e principalmente por suas complicacées,

como a doenca cardiovascular, tem aumentado drasticamente.

2000 2030
People with People with
Ranking Country diabetes (millions) Country diabetes (millions)
1 India 31.7 India 79.4
2 China 20.8 China 42.3
3 uU.s. 17.7 uU.s. 303
4 Indonesia 8.4 Indonesia 213
5 Japan 6.8 Pakistan 13.9
6 Pakistan 5.2 Brazil 11.3
7 Russian Federation 4.6 Bangladesh 11.1
8 Brazil 4.6 Japan 8.9
9 [taly 4.3 Philippines 7.8
10 Bangladesh 3.2 Egypt 6.7

Figura 1. Lista de paises com o maior numero de casos estimados de diabetes para 2000 e 2030.
Fonte: Material adaptado de WILD, S. et al. Global prevalence of diabetes: estimates for the year
2000 and projections for 2030. Diabetes Care, v. 27, n. 5, p. 1047-1053, 2004.

O DM tipo 2 (DM2), corresponde de 90 a 95% dos casos existentes da
doenca e ocorre devido a combinacdo da resisténcia a acdo da insulina e
resposta compensatoria inadequada a secrecdo de insulina (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2018). O aumento e predominancia do DM2 nesta
populacdo esta ligada ao crescimento e envelhecimento populacional,

urbanizacdo e aumento da obesidade e inatividade fisica (WILD et al., 2004).

A principal causa de morbidade e mortalidade estd relacionada as

complicacBes cronicas em consequéncia da hiperglicemia prolongada. Dentre as
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complicagBes destaca-se a neuropatia autonémica cardiovascular (NAC) e que afeta

o controle autonémico cardiovascular (BENICHOU et al., 2018).

A NAC ocorre devido a degeneracédo das fibras eferentes do sistema nervoso
autonémico (SNA), de ambos os ramos simpatico (SNS) e parassimpatico (SNP)
(EWING; CAMPBELL; CLARKE, 1980). Um estudo recente mostrou que pacientes
com DM2 j4 apresentam comprometimento do controle autonémico cardiovascular,
avaliado em condicbes de repouso, antes da manifestagdo da CAN (MOURA-
TONELLO et al., 2016).

Diversas metodologias tém sido utilizadas para avaliar a funcdo simpatica e
parassimpatica no coracdo. Dentre as metodologias invasivas, podemos citar a
dosagem de catecolaminas circulantes (ESLER et al., 1990), bloqueio autonémico
farmacologico (AKSELROD et al., 1981; CASTIGLIONI et al., 2011; PORTA et al.,
2013) e a microneurografia (WALLIN; FAGIUS, 1988). Em relacdo aos métodos nao
invasivos correspondem a avaliacdo da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) e
da pressao arterial (VPA) (TASK FORCE, 1996) e a sensibilidade barorreflexa (SBR)
(BERTINIERI et al., 1985).

A VFC, amplamente utlizada, tem o intuito de avaliar as variagbes do
intervalo RR ou FC, permitindo inferir sobre o controle autonémico sobre o coragéo
(TASK FORCE 1996). Ja a VPA, menos utilizada, avalia a variabilidade da pressao
arterial sistolica (PAS) ou pressao arterial diastolica (PAD) a cada batimento
cardiaco (DALLA VECCHIA et al., 2015). A sensibilidade barorreflexa permite avaliar
0 braco cardiaco das flutuacbes espontaneas da PAS e da FC conjuntamente e
quantifica a amplitude de resposta da FC por variacdo de unidade da PAS (PORTA
et al., 2018). As metodologias nédo invasivas permitem a avaliacdo de forma segura e

pode ser utilizada em diversas populagdes (DALLA VECCHIA et al., 2015).

Em individuos diabéticos, tem sido observado que a VFC esta reduzida, com
o aumento dos indices representativos da modulacdo simpatica cardiaca em
repouso (MOURA-TONELLO et al.,, 2014) e reducdo do componente espectral da
banda de BF, indice representativo de modulacdo simpatica na VPA (DUCHER et
al., 1999). Ainda em repouso, ha o aumento da modulacdo simpéatica e reducao da
modulacdo vagal para o coracdo o que resulta em reducdo da SBR (MOURA-
TONELLO et al., 2016; FRATTOLA et al., 1997).
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Embora o controle autondmico cardiovascular seja bastante estudado em
condicbes de repouso no DM2, pouco se sabe sobre seu comportamento durante
exercicio fisico e na sua recuperacdo apos exercicio. Assim surgiu um primeiro
guestionamento: O DM2 traz prejuizo na modulacdo autonémica cardiovascular,
avaliada pelas variabilidades da frequéncia cardiaca e da pressdo arterial e
sensibilidade barorreflexa na recuperacdo de um exercicio de carga constante de

moderada intensidade?

Baseado nesta lacuna existente na literatura em populacfes diabéticas isso
motivou a realizacdo do nosso 1°. Estudo que versa sobre o controle autondmico
cardiovascular durante e ap0s o exercicio fisico. Assim, 0 manuscrito 1 desta tese,
intitulado: “Efeito do diabetes mellitus tipo 2 no controle autondmico cardiovascular
na recuperacdo de um exercicio em intensidade moderada” teve como objetivo
avaliar o controle autonémico cardiovascular por meio de técnicas no dominio do
tempo e frequéncia, em uma sessdo de exercicio de carga constante de intensidade
moderada em homens diabéticos e saudaveis. Para isso realizamos uma andlise
dos dados obtidos no dia do protocolo experimental em que foi feita a intensidade
placebo. Optamos por avaliar, além da sensibilidade barorreflexa, as variabilidades
da frequéncia cardiaca e da pressao arterial sistélica e diastdlica, no dominio do
tempo e frequéncia. Ainda, inserimos um grupo controle (com diagnostico clinico de
auséncia de diabetes mellitus tipo 2) para comparacdo. Como resultado,
identificamos o prejuizo do controle autonémico cardiovascular na recuperacdo do

exercicio em DM2, avaliado pela VFC e SBR.

Além desses resultados continuamos 0s questionamentos se tratamentos néo
farmacoldgicos impactariam sobre o controle autonémico cardiovascular no exercicio

e na sua recuperagéo em DM2.

Nos ultimos anos, a fotobiomodulagédo (FBM), aplicacdo de luz como forma de
tratamento, tem sido amplamente utilizada como ferramenta para melhorar o
desempenho fisico e melhora da salde em modelos experimentais e ensaios
clinicos (FERRARESI; HUANG; HAMBLIN, 2016; LEAL-JUNIOR et al., 2015;).

A aplicacéo da luz como forma de tratamento ocorre devido a capacidade da
luz em penetrar em diversos tecidos como por exemplo, tecido muscular, 0sseo,

epitelial, sanguineo (HUANG et al., 2009), promovendo respostas fisiologicas como
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reducdo de processos inflamatérios e dolorosos, aceleracdo do processo de
cicatrizacdo e reparo tecidual (FERRARESI et al., 2011; PAOLILLO et al., 2013),
aumento da microcirculacdo e melhora na vasodilatacdo (KELLEY et al., 2002),
aumento dos niveis de oxigénio nos tecidos (IHSAN, 2005), aumento da atividade
morfofuncional mitocondrial (MAEGAWA et al., 2000), reducao do estresse oxidativo
e da producdo de espécies reativas de oxigénio (FERRARESI; HAMBLIN;
PARIZOTTO, 2012), dentre outros.

O LASER (luz amplificada por meio de emisséao de radiagédo estimulada) de
baixa intensidade ou LED (diodos emissores de luz) podem ser utilizados como fonte
de luz. Apesar da diferenca nas caracteristicas do LASER e do LED, sua efetividade
terapéutica ndo mostra diferencas significativas (VLADIMIROV; OSIPOV;
KLEBANOV, 2004). A FBM por LED tem sido bastante utilizada devido ao seu baixo
custo e a possibilidade de estimular uma maior area (HUANG et al., 2009;
PAOLILLO et al., 2011).

A resposta terapéutica da FBM depende da dosagem e essa determinacao
depende da densidade de energia e do tempo de irradiacdo. Doses abaixo da ideal
nao produzem estimulacdo ou seu efeito sera reduzido, ja doses acima do ideal
acarretam em inibicdo da funcdo celular (HUANG et al., 2009). Porém ndo ha uma
regra ou método disponivel para calcular a dose, uma vez que diversos fatores como
idade, tipo de lesdo, condicionamento fisico, metabolismo, dentre outros, podem
influenciar na resposta (BORSA; LARKIN; TRUE, 2013).

Estudos recentes mostraram que a FBM combinada ao exercicio fisico pode
melhorar o desempenho fisico, trazendo melhora da saude (CORAZZA et al., 2013;
FERRARESI et al., 2011; PAOLILLO et al., 2013). Dentre os diversos beneficios
deste recurso pode-se citar a reducdo de processos inflamatérios e dolorosos,
aumento da cicatrizacdo, reparo tecidual (FERRARESI et al., 2011; VIEIRA et al.,
2012) e microcirculacdo (KELLEY et al., 2002). Um estudo recente de nosso grupo
(FRANCISCO et al., 2019) mostrou que a combinacdo de exercicio fisico de curta
duracéo e fototerapia foi capaz de reduzir os niveis de glicose sanguinea em DM2

porém ndo identificou alteracdo nos ajustes cardiopulmonares e hemodinamicos.

Considerando que o DM2 leva a diversas complicacdes periféricas e
sisttmicas, a FBM associada ao exercicio pode beneficiar essa populacéo,

potencializando os efeitos positivos do exercicio, uma vez que 0 mesmo é
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amplamente utilizado como tratamento ndo farmacolégico e esta populacdo €
potencialmente sedentaria (MORRATO et al., 2007). Ele também tem importante
papel para a prevencdo do DM2 e de diversas doencas (KIRWAN; SACKS;
NIEUWOUDT, 2017).

A partir dos beneficios da fototerapia, ja bem estabelecidos na literatura e da
importancia do controle autonémico cardiovascular durante e apés a execucao de
exercicio fisico surgiu o segundo questionamento desta tese: a fotobiomodulacdo
por LEDs, aplicada previamente a realizacdo de um exercicio dindmico de
intensidade moderada poderia trazer beneficios adicionais, potencializando as
respostas autondmicas cardiovasculares durante e no periodo de recuperacdo do
exercicio nesta populagdo? Desta forma elaboramos o estudo 2 desta tese,
intitulado: “Efeito agudo da fotobiomodulacéo por diodos emissores de luz (LEDs) na
sensibilidade barorreflexa durante e apds exercicio de carga constante em

diabéticos tipo 2”.

Neste estudo tivemos o objetivo de avaliar o efeito da fototerapia no controle
autondmico cardiovascular, analisado pela sensibilidade barorreflexa (método da
sequéncia), durante exercicio de carga constante e recuperacdo em homens
diabéticos e concluimos que a fotobiomodulacdo, nas energias estudadas, néo foi
capaz de promover mudancas no controle autonémico cardiovascular, como a

melhora da sensibilidade barorreflexa.
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2. ESTUDO 1 (versao em portugués com detalhamentos

e inclusao de ilustracoes)

“Efeito do diabetes mellitus tipo 2 no controle autonédmico cardiovascular na

recuperacdo de um exercicio em intensidade moderada”*

Juliana Cristina Milan-Mattos, Alberto Porta, Cristina de Oliveira Francisco, Amanda
Magdalena Ferroli-Francisco, Vinicius Minatel, Ana Carolina Aparecida Marcondes,

Natalia Valverde, Aparecida Maria Catai

1 Manuscrito serd submetido ao periédico Autonomic Neuroscience
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INTRODUCAO

O Diabetes mellitus (DM) tornou-se, nas Ultimas décadas, um problema de
saude publica, principalmente devido ao aumento da prevaléncia e incidéncia do tipo
2 (DM2) (COLBERG et al, 2010). Este achado se deve ao aumento do
sedentarismo, dieta inadequada e incidéncia de obesidade e sindrome metabdlica
(BENICHOU et al., 2018).

O DM é caracterizado por um defeito na agdo e/ou secre¢do de insulina que
acarreta na hiperglicemia, ou seja, aumento da glicemia sanguinea circulante. A alta
concentracdo de glicose sanguinea por periodos prolongados leva a disfuncdo e
deterioracdo de diversos sistemas (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2018),
dentre eles, o sistema nervoso autondmico (SNA), que compreende o sistema
nervoso autondmico simpatico (SNS) e parassimpatico (SNP) (MOURA-TONELLO et
al., 2016).

Benichou e colaboradores (BENICHOU et al., 2018), em uma revisao
sistematica e meta analise concluiram que tanto a modulacdo simpatica quanto a
parassimpatica estdo diminuidas no DM2, o que pode ser explicado devido aos
efeitos nocivos da hiperglicemia, que leva a disfuncdo do controle autonémico
cardiovascular e o aparecimento da neuropatia autondmica cardiaca (NAC). Porém
um estudo recente demonstrou que individuos diabéticos sem o diagnostico de NAC
ja apresentam prejuizo nesse controle em repouso (MOURA-TONELLO et al., 2016).
Ainda, nessa populacdo, estudos demonstraram que ha a reducdo na sensibilidade
dos barorreceptores em repouso, resultando em instabilidade pressérica, aumento
da ativacdo do SNS e reducdo do SNP (MOURA-TONELLO et al., 2016; FRATTOLA
et al., 1997).

Atualmente, o exercicio fisico é utilizado como primeira estratégia para o
tratamento ndo farmacologico do DM2 e € um componente central em programas
para a prevencdo (KIRWAN; SACKS; NIEUWOUDT, 2017), porém, essa populagéo
tende a nao realizar atividade fisica regularmente (MORRATO et al., 2007). Raczak
e colaboradores (RACZAK et al., 2005) identificaram que apenas uma sesséo de
exercicio fisico a 65% da FC maxima, € capaz de promover beneficios para a

regulacéo cardiaca, por meio da melhora do sistema nervoso autonémico.
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A SBR é caracterizada pela magnitude das respostas da FC frente as
flutuacbes na PAS e € amplamente utilizada para avaliar os mecanismos de controle
cardiovascular em humanos (MILAN-MATTOS et al.,, 2017; NOLLO et al., 2005;
PORTA et al., 2018; RACZAK et al., 2005). Durante o exercicio dinamico o sistema
nervoso autondmico é constantemente ativado pois a SBR é redefinida a todo
instante para trabalhar em acordo com o0s incrementos da PA oriundas da
progressao do exercicio. Como a SBR esta, predominantemente, sob o controle

vagal, ocorre sua diminuigdo durante o exercicio (PORTA et al., 2018).

Imediatamente apds a interrupcdo do exercicio, ocorre a reativacao vagal
levando a retomada dos valores de PA, FC e SBR (PECANHA; SILVA-JUNIOR;
FORJAZ, 2014). ApoOs alguns minutos ou horas, pode ocorrer a hipotensédo pos-
exercicio, que esta relacionada com a inibicdo simpatica e reducdo da resisténcia
vascular periférica (RVP) (HALLIWILL, 2001). O estudo do comportamento do
sistema nervoso autondmico pds exercicio faz se importante pois hesse momento o
coracao estd mais vulneravel a eventos fatais devido ao desequilibrio autonémico,

ocasionando o aumento da modulagao simpatica cardiaca (VERMA et al., 2018).

Assim, hipotetizamos que individuos com DM2 apresentam um prejuizo no
controle autondmico cardiovascular ap0s o exercicio de carga constante com
aumento da modulagdo simpética, reducdo da modulacdo parassimpética e

sensibilidade barorreflexa.

OBJETIVO
Objetivo primario
O objetivo do estudo foi avaliar o controle autonémico cardiovascular por meio

de técnicas no dominio do tempo e frequéncia, em uma sessdo de exercicio de

carga constante de intensidade moderada em homens com DM2 e saudaveis.
Objetivo secundario

O objetivo do estudo foi avaliar o comportamento de variaveis hemodinamicas
e cardiovasculares, em uma sesséo de exercicio de carga constante de intensidade

moderada em homens diabéticos e saudaveis.
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O estudo foi composto por 39 homens, com idade entre 40 e 65 anos,

alocados em dois grupos: GDM2, n=20, diagnostico de diabetes mellitus tipo 2 de

acordo com os critérios da American Diabetes Association (ADA) (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2018) e GC, n=19, auséncia de diabetes mellitus

segundo os mesmos critérios. A figura 1 ilustra o fluxograma de perdas do presente

estudo.

Avaliados para elegibilidade (n=409) ‘

Diabéticos - Excluidos (n=285)
Doengaarterial coronariana (n=32)
Doencade Chagas (n=1)

Teste ergométrico positivo para isquemia (n=1)
Prolapso de valvula mitral (n=2)
Tabagismo (n=61)

Disturbio de condugéo cardiaca (n=9)
AVC (n=7)

Neuropatia periférica (n=26)

Afecgdes pulmonares (n=4)

Céncer (n=4)

Idade (n=28)

Diabéticotipo 1 (n=2)

Etilista (n=2)

Usuério de drogasilicitas (n=2)
IMC>35Kg/m2 (n=11)
Comprometimento cognitivo (n=4)
Insuficiéncia renal (n=2)

Medicamentos que alteram os resultados (n=10)
Talassemia (n=2)

Doengainflamatdria crénica (n=2)
Incapacidade de realizar os testes (n=1)
N&o quiseram participar (n=72)

Elegiveis

Controle - Excluidos (n=81)
Tabagismo (n=12)

Distarbio de condugéo cardiaca (n=3)
Hipertensao arterial sistémica(n=23)
Afecgdes pulmonares (n=2)

Idade (n=5)

Resistenciaa insulina (n=1)
Doencainflamatoria crénica (n=1)
Incapacidade de realizar os testes (n=1)
Histdrico familiar de DM (n=1)

Ativo (n=1)

N&o quiseram participar (n=31)

Diabéticos (n=24)

Controle (n=19)

Excluidos (n=4)
Ma qualidade dos sinais (n=4)

GDM2 (n=20)

GC (n=19)

Figura 1. Fluxograma de perdas do estudo.

Os participantes foram recrutados por meio de banco de dados existente no

Laboratério de Fisioterapia Cardiovascular (LFCV) da UFSCar e por divulgacao via

midia online.

Os voluntarios foram informados e orientados a respeito dos procedimentos,
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assim como dos métodos utilizados neste estudo e do carater ndo invasivo dos
experimentos. ApOs 0 esclarecimento de todas as duavidas expostas pelos
voluntarios e a livre aceitacdo em participar da pesquisa, todos os participantes
assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido, conforme as normas do
Conselho Nacional de Saude. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos da Universidade Federal de Sdo Carlos (# 1.293.582)
(ANEXO B).

Os procedimentos experimentais foram realizados no Laboratério de
Fisioterapia Cardiovascular do Nucleo de Pesquisas em Exercicio Fisico (NUPEF) e
os procedimentos de avaliacdo clinica e funcional no Servico de Fisioterapia
Cardiovascular da Unidade Saude Escola (USE), ambos no Campus da
Universidade Federal de S&o Carlos (UFSCar).

Critérios de nédo inclusao

Foram excluidos do estudo os voluntarios que apresentaram: indice de massa
corporal (IMC) superior a 35 kg/m?; neuropatia autondmica cardiovascular (verificada
por pelo menos trés testes autondmicos especifico (respiracdo profunda e lenta —
E/I<1,07 e AIE<5bpm; taquicardia de repouso — FC > 100bpm; hipotenséo
ortostatica em reacdo a mudanca postural ativa — reducdo da PAS > 30mmHg;
manobra de Valsalva - HP mais longo/mais curto - < 1,2) (BOULTON et al., 2005);
alteracao eletrocardiogréfica (alteracdes isquémicas do segmento ST do ECG;
distarbios de ritmo e de condugdo) em repouso e durante teste de exercicio fisico
clinico ou angina induzida por esfor¢o fisico; fumantes; etilistas; usuarios de drogas
ilicitas ou medicamentos que afetem as repostas das variaveis estudadas; doencas
cardiovasculares, respiratdrias, neurolégicas ou disfuncdes osteomioarticulares que
impegam a execucdo dos testes. Ainda, no grupo controle, foram excluidos os

individuos que tinham membros diretos da familia com DM2.

Planejamento geral da investigacao

A sala onde foram realizados os procedimentos experimentais foi controlada

artificialmente, a temperatura (22— 23°C) e a umidade relativa do ar (40-60%) foram
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mantidas por condicionador de ar (Tempstar, Brasil) e, quando necessario, por
umidificador de ambiente (CATAI et al., 2002).

Foram feitos procedimentos de familiarizacdo dos voluntarios com os

protocolos experimentais, pessoal técnico, equipamentos e materiais empregados.

Para a realizacdo dos procedimentos experimentais, os voluntarios foram
orientados previamente para que na véspera e no dia do teste ndo realizassem
esforcos extenuantes, ndo ingerissem bebidas alcoodlicas e estimulantes (cha, café,
chocolate, refrigerante), alimentar-se bem e ter um bom periodo de sono (tempo e
gualidade), fazer uma refeicdo leve até 2 horas antes do teste e vestir roupas e

calcados confortaveis.

Procedimentos experimentais
Exame de sangue

A coleta e a andlise sanguinea foram realizadas no periodo matutino, por
profissional especializado, de acordo com os procedimentos do Laboratério onde as

mesmas foram realizadas (Unilab, Unimed, S&o Carlos/SP).

As andlises de glicemia basal, glicemia média estimada, hemoglobina glicada,
insulina basal, indice HOMA R, high density lipoprotein (HDL), low density lipoprotein
(LDL), very low density lipoprotein (VLDL), triglicérides, uréia, creatinina e proteina c-
reativa ultrassensivel (PCRus) foram realizadas para caracterizar 0S Qrupos

estudados e para evidenciar a presenca e auséncia do DM2 nos grupos.
Teste de exercicio clinico

O teste foi realizado com o intuito de selecado dos voluntérios tendo em vista
gue dentre os critérios de exclusdo estavam alteragbes eletrocardiograficas
(alteracdes isquémicas do segmento ST do ECG; disturbios de ritmo e de conducéo)

gue pudessem surgir durante a realizacéo do teste de esforco.

O procedimento foi realizado, sob a supervisdo de um cardiologista, auxiliado
pelo fisioterapeuta. Foi realizado um teste de esfor¢o fisico dindmico continuo,
protocolo do tipo degrau, com o objetivo de avaliar o comportamento cardiovascular
(FC, PA, ECG, sinais e sintomas) em resposta ao exercicio fisico dinAmico em
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diferentes intensidades de esforco. O protocolo de Bruce (BRUCE, 1956) foi
aplicado em esteira rolante (Master ATL, Inbramed, Porto Alegre, Brasil) e a
interrupcao do teste seguiu os critérios recomendados por Balady et al. (BALADY et
al., 2010).

Teste de exercicio cardiopulmonar

O teste de exercicio cardiopulmonar (TECP) foi realizado para determinar o
consumo de oxigénio (VO2) no limiar de troca gasosa (VO2LTG) e no pico do
exercicio (VOzpico). Foi utilizado um protocolo em cicloergbmetro (Quinton Corival
400, Seattle, WA, USA) com incremento continuo de poténcia, baseado na férmula
proposta por Wasserman (WASSERMAN et al., 2005).

As variaveis ventilatérias e metabdlicas foram obtidas respiracéo a respiracéo
por um sistema computadorizado de andlise ergoespirométrica (Vmax Encore Série
29, Sensormedics, Yorba Linda, EUA), utilizando o software especifico (Vmax
Encore Série 29, Sensormedics, Yorba Linda, EUA) para a captacao,

armazenamento e processamento das variaveis.

O VO.LTG foi identificado por 3 avaliadores independentes pelo método
ventilatorio (NOVAIS et al., 2015) e o VOgzpico foi obtido pela média dos 30 segundos
finais do exercicio incremental (CATAI et al., 2002). Os critérios para interrup¢éo do
teste seguiram as recomendac0des de Balady et al. (BALADY et al., 2010).

Teste de exercicio em carga constante (TECC)

A intensidade do TECC foi correspondente a 80% do VO:LTG identificado no

TECP, caracterizando desta forma um exercicio de moderada intensidade.

No inicio do protocolo os voluntarios foram instruidos a néo falar
desnecessariamente, respirar espontaneamente e permanecerem sentados ao lado
do cicloergbmetro por 10 minutos (REPOUSO). Ap6s esse periodo o voluntario foi
orientado a mudar-se para o cicloergdmetro, onde permaneceu em repouso por mais
1 minuto e em seguida foi orientado a pedalar, em carga livre, mantendo a cadéncia
de 60 rotacdes por minuto (rpm) por 3 minutos. Apds essa etapa foi feito o
incremento da carga pré-estabelecida e o voluntario permaneceu por 6 minutos
(EXERCICIO), mantendo a mesma cadéncia. Em seguida, foi realizado o

desaquecimento em carga livre por 6 minutos e 1 minuto de repouso.



40

Posteriormente o voluntario foi orientado a deslocar-se do cicloergbmetro para a

cadeira onde permaneceu por 10 minutos sentado (RECUPERACAO) (figura 2).

| EXERCICIO EM CARGA CONSTANTE |
I I

I REPQUSO I IRepousoI Carga livre [ EXERCICIO ‘ Carga livre IRepouso I RECUPERAGAO I
0 100 O 1 4 10’ 16 177 0 10’
Transicdo Transicdo
Sentado - cicloergdmetro Cicloergometro - sentado

Figura 2. llustracédo do protocolo de teste de exercicio em carga constante.

Durante todo o TECC, o tracado eletrocardiografico foi monitorado
continuamente na derivagcdo MC5, por um bioamplificador para sinais de ECG
(BioAmp FE132, ADInstruments, Australia) e a pressao arterial (PA) foi obtida
continuamente por fotopletismografia, utilizando o equipamento Finometer Pro®
(Finapres Medical System, Amsterdam, Holanda) posicionado no dedo médio do
membro superior esquerdo. Os sinais de ECG e PA foram acoplados por meio de
um sistema de aquisicdo de sinais biolégicos (Power Lab 8/35 — ADInstruments,
Australia) (Figura 3). Ainda, o voluntario foi perguntado a respeito do cansaco nos
membros inferiores, dispneia e dor no peito, escolhendo uma nota para cada um

desses itens de acordo com a Escala de Borg (CR10).
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Figura 3. llustracdo do procedimento experimental de coleta dos sinais
eletrocardiogréaficos e pressédo de pulso, em repouso e exercicio. A) cicloergdmetro
(Quinton Corival 400, Seattle, WA, USA); B) sistema de captacdo do ECG (BioAmp
FE132, ADInstruments, Australia); C) sistema de captacdo da pressdo de pulso
Finometer Pro® (Finapres Medical System, Amsterdam, Holanda); D) sistema de
aquisicdo de sinais biolégicos (PowerLab® 8/35, ADInstruments, Austrdlia); E)
sistema computadorizado de andlise ergoespirométrica (Vmax Encore Série 29,
Sensormedics, Yorba Linda, EUA).

Andlise de dados
Extracdo das series batimento a batimento

Apdés a deteccdo do complexo QRS no eletrocardiograma foi feita a
localizacdo de seu pico utilizando interpolacédo parabdlica. Os intervalos R-R foram
entdo calculados como a distancia temporal entre dois vértices parabdlicos
consecutivos. O valor maximo de presséo arterial encontrado dentro um intervalo R-
R foi considerado como a PAS e o valor minimo foi considerado como a PAD. A
ocorréncia dos picos de PAS e do complexo QRS foi cuidadosamente checada para
evitar deteccdes incorretas, batimentos ndo detectados e batimentos ectopicos. A
sequéncia de valores de intervalos RR em milissegundos (ms), PAS e PAD em
milimetros de mercurio (mmHg) constituiram as séries batimento a batimento

utilizadas para as analises no dominio do tempo e frequéncia (PORTA et al., 2018).
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Apés a extracdo das seéries foram escolhidas sequéncias estaveis de 256
pontos nas condicdes REPOUSO, EXERCICIO e RECUPERACAO (TASK FORCE,
1996) para as analises no dominio do tempo e REPOUSO e RECUPERACAOQ para
as andlises no dominio da frequéncia (figura 4). O trecho escolhido em cada uma

das condicdes foi utilizado para todas as analises.

[T5 . 2
EOR REPOUSO EXERCICIO RECUPERACAO

File = t24edbp2.dat

Samples 1 1477
Time 00:00:11 00:42:29
08.548

1 296 591 886 1181 1477
00:00:11 ©0:04:39 00:17:06 00:25:34 00:34:01 00:42:29

223

File = s24edbp2.dat 4 fokl Wi, g

Samples 1 1477
Time 00:00:12 ©00:42:30

126 VY

1 296 591 886 1181 1477
00:00:12 0©00:04:40 ©0:17:07 ©00:25:35 00:34:02 00:42:30

Figura 4. llustracdo de um tacograma (painel superior) e sistograma (painel inferior)
de um dos sujeitos do estudo, em REPOUSO, EXERCICIO e RECUPERACAO.

Anélise no dominio do tempo — Variabilidade da FC, PAS, PAD e SBR

A média (u) e a variancia (0%) foram calculadas para as séries de iRR, PAS e
PAD (TASK FORCE, 1996).

Para a analise da SBR foi utilizado o método da sequéncia (BERTINIERI et
al.,, 1985; PORTA et al., 2018), que consiste na identificacdo de sequencias
consecutivas de 3 ou mais pontos onde ha o aumento ou diminuigdo da PAS e iRR
simultaneamente. A partir desta identificagcéo, era realizada uma regresséao linear em
cada sequéncia encontrada para estimar a inclinacdo da linha de regressdo no
plano. O indice de SBR foi calculado pela média da inclinacéo da linha de regressao

em todas as sequencias (figura 5).
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Schematic of the sequence technique for the estimation of the
sensitivity of baroreflex control of the heart (BRS). ECG,
electrocardiogram.

Figura 5. llustracdo do método da sequéncia utilizado para a analise da SBR.
Adaptado de Persson et al., 2001 (PERSSON et al., 2001).

Analise no dominio da frequéncia - Variabilidade da FC, PAS, PAD e SBR

A analise espectral foi realizada por modelo auto regressivo (MALLIANI et al.,
1991; PAGANI et al.,, 1986) nas sequencias de iIRR, PAS e PAD previamente
selecionadas.

Para as sequencias de IRR foram considerados o componente de BF em
unidades normalizadas (BFun) (BF: 0,04-0,15 Hz). A normalizagdo consistiu na
divisdo da poténcia do componente espectral (BF) pela poténcia total menos a
poténcia abaixo de 0,04 Hz, multiplicando a raz&do por 100 (MALLIANI et al., 1991;
PAGANI et al., 1986). E o componente AF (AF: 0,15-0,50 Hz) foi calculado em
unidades absolutas (TASK FORCE, 1996)

O componente BFun representa melhor a modulacdo cardiaca simpatica. Ja o
componente AF é um indicador da modulacéo cardiaca vagal (TASK FORCE 1996).

Para as sequencias de PAS e PAD foi avaliado apenas o componente de BF
em unidades absolutas.

A frequéncia respiratoria foi avaliada para assegurar que esta se encontrava

na faixa incluida na banda de AF.
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Para a SBR foi realizada a analise espectral cruzada, por modelo bivariado
auto regressivo (NOLLO et al., 2005), medida no ponto maximo de coeréncia (GULLI
et al., 2003) e realizada na banda de baixa frequéncia, relacionada com a atividade
barorreflexa (TASK FORCE, 1996).

Nesta metodologia foi avaliada a funcdo de coeréncia (K?), que é definida
como a magnitude ao quadrado da densidade espectral cruzada normalizada pelo
produto da densidade espectral de cada um dos espectros. A coeréncia varia de 0 a
1, e quantifica a relacdo linear entre as duas séries (DE BOER; KAREMAKER,;
STRACKEE, 1985). Funcéo de transferéncia, que compreende a fase e o ganho da
funcéo de transferéncia (art). A funcéo de transferéncia fornece uma caracterizacao,
no dominio da frequéncia, da relacdo linear entre um sinal, considerado como sinal
de entrada ou efeito e outro, considerado como sinal de saida ou causa. A fase da
funcdo de transferéncia representa a medida do atraso entre a alteracdo no sinal de
entrada e a mudanca resultante no sinal de saida. A unidade da fase é o radiano
(rad). O valor de O rad indica que ndo ha atraso entre as séries (PORTA et al.,
2002). O arr € a medida de quanto a funcdo de saida (iRR) altera para uma dada
mudanca na funcao de entrada (PAS). A unidade do ganho é a unidade do sinal de
saida dividido pela unidade do sinal de entrada, neste caso, ms/mmHg (NOLLO et
al., 2005) (figura 6).

]
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Figura 6. llustracdo de um modelo bivariado autorregressivo para descricdo da
interacdo da variabilidade das séries dos intervalos R-R e presséo arterial sistélica
(PAS). O ponto inicial das séries de intervalos R-R (rr) e PAS (sap) sédo o resultado
de auto-influéncias (blocos Ar-rr € sap-sap), as influéncias muatuas (blocos Ar-sap €
Asaprr), € efeitos de fontes de ruidos independentes (representados pelos sinais de
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ruido branco Wi e Wsap). Fonte: Material adaptado de NOLLO, G. et al.. Am J
Physiol Heart Circ Physiol., v. 288, p. H1777-H1785, 2005 (NOLLO et al., 2005).

Anélise das variaveis cardiovasculares, metabdlicas e ventilatorias

Para as variaveis ventilatérias (VCO2, VE, VC e FR), metabdlicas (VO2) e
cardiovasculares (FC, PAS, PAD, DC, VS e RVP) foi feita a média dos 30 segundos
finais do 1°, 5° e 10° min de REPOUSO; 1° min de repouso no cicloergbmetro; 3°
min do aquecimento em carga livre; 1°, 3° e 6° min do EXERCICIO; 1°, 2° e 6° do
desaguecimento em carga livre; 1° min de repouso no cicloergbmetro e 1°, 5° e 10°
min de RECUPERACAO.

Andlise estatistica

Foi utilizado o software SigmaPlot 11.0 (Systat, USA, 2011) sendo empregado
o teste de Shapiro-Wilk para verificar a normalidade dos dados e teste de Levene

para verificar a igualdade de variancia.

Para a comparacdo entre os grupos das variaveis idade, dados
antropomeétricos, exames de sangue, variaveis cardiovasculares, metabolicas e
ventilatorias foi realizado o Test t ou teste de Mann-Withney, de acordo com a
normalidade dos dados. Para as analises no dominio do tempo e frequéncia da VFC,
VPA e SBR foi feito o teste One Way de medidas repetidas ou teste de Friedman
para a comparacdo REPOUSO, EXERCICIO e RECUPERACAO em cada grupo

estudado.

RESULTADOS
Caracteristicas dos participantes do estudo
Em relacdo a idade e caracteristicas antropomeétricas, ndo houve diferencas

entre os grupos estudados. A média do tempo de DM2 neste grupo foi de 10 anos
(tabela 1).

Como esperado, o GDM2 apresentou valores significativamente maiores para
as variaveis relacionadas a doencga (glicemia basal, glicemia média estimada,

hemoglobina glicada, insulina basal, HOMA R). Ainda o GDM2 apresentou maiores
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valores de VLDL, triglicérides e creatinina, e menor valor de HDL. Os grupos foram

semelhantes em relacédo a LDL, ureia e PCRus (tabela 1).

Tabela 1: Idade, tempo de diabetes, dados antropométricos e exame de sangue dos
grupos estudados.

GC GDM2

(n=19) (n=20)
Idade (anos) 5344 5547
Tempo de diabetes (anos) - 106
Dados antropométricos
Estatura (m) 1,71+0,07 1,71+0,08
Massa Corporal (Kg) 80,68+6,43 82,20+7,06
IMC (Kg/m?) 27,46x2,92 28,18+2,10
Exames de sangue
Glicemia basal (mg/dl) 99,26+9,76 154,90+54,37*
Glicemia média estimada (mg/dl) 102,34+9,27 175,10+46,50*
Hemoglobina glicada (%) 5,19+0,32 7,75£1,67*
Insulina Basal (uU/ml) 7,83£2,93 11,95+4,60*
HOMA R 1,89+0,70 4,55+2,33*
HDL (mg/dI) 46,42+10,14 38,70+7,28*
LDL (mg/dl) 134,61+36,36 129,74+60,91
Triglicérides (mg/dl) 166,63+99,92 195,05+89,22*
VLDL (mg/dl) 29,78+13,03 35,68+9,76*
Ureia (mg/dl) 30,83+5,97 36,58+9,77
Creatinina (mg/dl) 0,93+0,11 1,08+0,27*
PCRus (mg/L) 1,71+1,52 2,00+2,30

Dados expressos em média + desvio-padrdo. Test t ou Mann-Withney, de acordo com a normalidade
dos dados. *p<0.05. IMC = indice de Massa Corpédrea; HDL = High Density Lipoproteins; PCRus =
Proteina C Reativa-Ultra Sensivel; LDL = Low Density Lipoproteins; VLDL = very low density
lipoprotein; Valores de referéncia: Glicemia basal: 70 a 100 mg/dl; Hemoglobina glicada: <7,0%;
Glicemia média estimada: <150 (mg/dl); Insulina Basal: < 29,1 uU/ml; HOMA R: < 3,0; PCRus: <3,0
mg/L; HDL: > 40 mg/dl; LDL:<129 mg/dl; Triglicérides: <150mg/dl; VLDL: <26 mg/dl; Ureia: 10 a
50mg/dl; Creatinina: 0,6 a 1,2mg/dl.

Todos os participantes do GDM2 faziam uso de medicamento para o DM2.
Além dos medicamentos para controle glicémico, oito voluntarios (40% da amostra)
faziam uso de medicamentos para hipertensdo arterial, 12 voluntarios (60% da
amostra) usavam medicamento para controle da dislipidemia e ou
hipertrigliceridemia.

A tabela 2 mostra os resultados do TECP realizado previamente para

determinacdo da carga do TECC. Os grupos realizaram o TECP com carga de
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incremento semelhante. J& no limiar de troca gasosa, 0s grupos diferiram apenas
com relacdo a carga (W), onde o GC apresentou maiores valores. No pico do
exercicio, 0 GDM2 apresentou menores valores de FC, carga e VO relativo e maior

valor de PAS, ja a PAD nao foi diferente entre os grupos.

Tabela 2. Variaveis obtidas no limiar de troca gasosa e pico do TECP
nos grupos estudados.

GC (n=19) GDM2 (n=20)
Incremento (W) 17+2 17+2
Limiar de troca gasosa
FC (bpm) 10715 98+18
PAS (mmHQg) 176+19 183+15
PAD (mmHQ) 85+10 88+9
VO2 (ml/kg/min) 14,78+4,45 12,07+2,28
Carga (Watts) 92130 71£20*
Pico
FC (bpm) 143412 128+13*
PAS (mmHg) 209+17 227+16*
PAD (mmHgQ) 102+10 110415
VO2 (ml/kg/min) 24,32+5,53 20,53+3,96*
Carga (Watts) 161+31 134+28*
Classificacao (AHA)
Regular 8 (42%) 2 (10%)
Fraca 9 (47%) 16 (80%)
Muito fraca 2 (11%) 2 (10%)

Dados expressos em média + desvio-padrdo. Test t ou Mann-Withney, de acordo com a
normalidade dos dados. *p<0.05. FC: frequéncia cardiaca; PAD: pressao arterial diastélica;
PAS: presséo arterial sistolica; VO2: consumo de oxigénio

A partir do TECP foi identificada a carga constante utilizada no TECC. Os
grupos foram diferentes (p=0,015) com relacdo a esta variavel, onde o GDM2
apresentou menores valores (GDM2:57£16 watts e GC: 74124 watts).

A figura 7 mostra o comportamento do VOq relativo, captado respiracdo a
respiracdo durante o TECC dos grupos estudados. Os grupos diferiram apenas na
media dos 30 segundos finais do 1° minuto de carga constante, onde o GDM2
apresentou menores valores (8,08+1,78 x 10,40+2,98, p=0,006).
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Figura 7. Comportamento do consumo de oxigénio durante o TECC nos grupos
estudados. Média e desvio padrdo dos 30 segundos finais do 1°, 5° e 10° min de
REPOUSO; 1° min de repouso no cicloergbmetro; 3° min do aguecimento em carga
livre; 1°, 3° e 6° min do EXERCICIO; 1°, 2° e 6° do desaquecimento em carga livre;
1° min de repouso no cicloergdmetro e 1°, 5° e 10° min de RECUPERACAO. VO?
(ml/Kg/min): consumo de oxigénio (mililitros/quilo/minuto).

A figura 8 mostra os gréficos referentes as variaveis ventilatdrias (VCO2, VC,
VE e FR) obtidas respiracdo a respiragéo durante o TECC dos grupos estudados. Os
grupos foram semelhantes em relacdo a ventilacdo (VE). A FR néao foi diferente entre
0S grupos, com excecdo do 1° REPOUSO, onde o GDM2 apresentou maiores
valores (17+10 x 13+£3, p=0,026). O VC foi menor no GDM2 no 1° (0,66%0,18 X
0,83+0,30, p=0,034), 5° (0,62+0,16 x 0,74%0,22, p=0,041) e 10° (0,65+0,20 x
0,71+0,13, p=0,041) do REPOUSO e 1° (0,98+0,17 x 1,25+0,25, p<0,001), 3°
(1,35+0,19 x 1,55+0,33, p=0,027) do EXERCICIO.
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Figura 8. Comportamento das variaveis ventilatorias durante o TECC nos grupos
estudados. Média e desvio padréo dos 30 segundos finais do 1°, 5° e 10° min de
REPOUSO; 1° min de repouso no cicloergbmetro; 3° min do aguecimento em carga
livre; 1°, 3° e 6° min do EXERCICIO; 1°, 2° e 6° do desaquecimento em carga livre;
1° min de repouso no cicloergdmetro e 1°, 5° e 10° min de RECUPERACAO. VCO2:
producdo de géas carbdnico (mililitro/quilo/minuto); VC (L): volume corrente (litros);
FR (rpm): frequéncia respiratoria (respiracdes por minuto); VE (L/min): ventilacdo
(litros/minuto). Test t ou teste de Mann-Whitney, de acordo com a normalidade dos
dados. *diferenca entre os grupos, p<0,05.
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Figura 9. Comportamento das variaveis ventilatorias durante o TECC nos grupos
estudados. Média e desvio padrdo dos 30 segundos finais do 1°, 5° e 10° min de
REPOUSO; 1° min de repouso no cicloergbmetro; 3° min do aguecimento em carga
livre; 1°, 3° e 6° min do EXERCICIO; 1°, 2° e 6° do desaquecimento em carga livre;
1° min de repouso no cicloergbmetro e 1°, 5° e 10° min de RECUPERACAO. FC
(bpm): frequéncia cardiaca (batimentos por minuto); PAS (mmHg): presséao arterial
sistdlica (milimetros de mercuario); PAD (mmHg): pressao arterial diastolica
(milimetros de mercurio). Test t ou teste de Mann-Whitney, de acordo com a
normalidade dos dados. *diferenca entre os grupos, p<0,05.

O VCOz2 foi menor no GDM2 no 3° do aquecimento (4,10+0,95 x 4,78+1,07,
p=0,044), 1° (6,44+1,11 x 8,41+,38, p=0,004), 3° (10,42+2,06 x 12,78+,18, p=0,020)
e 6° (11,15+2,71 x 13,37+3,71, p=0,042) do EXERCICIO.

A figura 9 contempla os dados referentes as variaveis cardiovasculares (FC,
PAS, PAD, %volume sistélico, %débito cardiaco, (%0RVP) obtidas batimento a

batimento durante o TECC dos grupos estudados. Os grupos tiveram
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comportamento semelhantes para todas as varidveis cardiovasculares avaliadas

durante a intensidade moderada de exercicio fisico.

Dominio do tempo — Variabilidade da FC, PAS, PAD e SBR

Para esta analise foi feita a comparacéo individual dos grupos para avaliar o
periodo de recuperacdo pos exercicio (tabela 3).

No GC as variaveis pirr, 0%rr foram menores e a FC foi maior no EXERCICIO
quando comparado ao REPOUSO e RECUPERACAO.

O GDM2 apresentou 0os mesmos resultados, porem para as variaveis Jirr €
FC houve também diferenca estatistica entre 0 REPOUSO E RECUPERACAO, onde
a pirr foi menor e a FC maior na RECPERACAO quando comparado ao REPOUSO.
Este achado identifica que o GDM2 ndo conseguiu atingir os valores basais no

mesmo periodo de recuperacao pos exercicio que o GC.

A Upas € UpaAD apresentaram o mesmo comportamento para os dois grupos,
com reducdo dos valores no EXERCICIO quando comparado ao REPOUSO e
RECUPERACAO. A o%as e 0%ap Nd0 apresentaram alteracdo no EXERCICIO
comparado ao REPOUSO e RECUPERACAO.

Em relacdo a SBR, os grupos foram semelhantes, 0 aseq foi menor no
EXERCICIO quando comparado ao REPOUSO e RECUPERACAO. Ja a
porcentagem de sequéncias (%seq) foi menor no EXERCICO quando comparado ao
REPOUSO e RECUPERACAO no GC. No GDM2 houve diferenca estatistica apenas
entre o EXERCICIO e o REPOUSO.

Dominio da frequéncia - Variabilidade da FC, PAS, PAD e SBR

Para esta analise foi feita a comparacéao individual dos grupos para avaliar o
periodo de recuperacdo pos exercicio (tabela 4).

O GDM2 apresentou maior modulagéo simpatica, avaliada pelo indice BFun
do iRR, no periodo de RECUPERACAO comparado ao REPOUSO. O GC néo

apresentou diferenca estatistica nos indices da VFC.
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O indice BF da PAS néo foi diferente nas duas condi¢cdes (REPOUSO e
RECUPERACAO) nos dois grupos. Ja na PAD, o GC obteve maiores valores de BF
na RECUPERACAO quando comparado ao REPOUSO.

Para a SBR, o GDM2 apresentou fase mais negativa na RECUPERACAO
guando comparado ao REPOUSO. As demais varidveis (K> e arr) foram
semelhantes no REPOUSO e RECUPERACAO para ambos 0s grupos.
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Tabela 3. indices da VFC, VPA e SBR no dominio do tempo dos grupos estudados.

REPOUSO EXERCICIO RECUPERACAO
GC GDM2 GC GDM?2 GC GDM?2

Intervalo R-R
MiRR 855,03+117,11  846,81+106,90 590,49+74,18" 619,46+75,61" 838,69+121,76* 814,02+103,13*
0%rr  1638,75+2084,05 679,30+510,00 212,76+225,12° 150,31+104,64° 1241,04+858,90% 767,55+558,81%
FC 7110 7249 103+13" 98+13" 73+10* 75+10%
Presséao arterial sistélica
MPAS 134,33+14,58 132,03+16,75  178,43+28,29" 176,29+27,42" 133,70+16,22% 130,78+13,52*

0%PAS 43,53+20,84 41,48+24,80 55,10+29,98 52,21+31,38 45,22+22,87 56,62+41,40
Pressao arterial diastélica

MPAD 74,13+10,04 71,18+13,98 81,04+8,91" 83,08+12,99" 75,55+9,69% 72,30+11,30%
02PAD 16,16+13,64 15,19+16,80 19,38+11,37 13,84+7,29 17,32+10,09 14,82+12,01
Sensibilidade barorreflexa

Yoseq 7,35+4,93 5,92+5,46 1,98+1,37" 2,06+1,68" 6,06+3,51% 4,70+3,74
Qseq 6,09+3,58 457+2,79 2,01+1,53" 2,15+1,37" 5,84+2 87# 4,30+2,30*

*diferenca REPOUSO X EXERCICIO; #diferenca EXERCICIO x RECUPERACAO; !diferenca REPOUSO X RECUPERACAO. uirr: média dos
intervalos R-R; 0?rr: variancia dos intervalos R-R; Ppas: média da pressdo arterial da sistélica; o%pas: variancia da presséo arterial
sistdlica; Jpap: média da pressédo arterial diastélica; o%pap: varidncia da presséo arterial diastélica; %seq: porcentagem de sequéncias;
Oseq: iNdice de SBR. One Way Repeated Measures Analysis of Variance ou Friedman Repeated Measures Analysis of Variance on Ranks
(Tukey post-hoc).



Tabela 4: indices da VFC, VPA e sensibilidade barorreflexa no dominio da frequéncia dos grupos estudados.

REPOUSO RECUPERACAO

GC GDM2 GC GDM2
Intervalo R-R
BF un 58,68+26,34 59,00£20,73 66,93+23,15 73,42+14,05'
AF [ms] 245,55+265,43 157,71+166,90 171,19+241,89  129,14+118,20
Presséao arterial sistolica
BF [mmHg] 13,33+11,32 16,29+13,97 26,34+23,25 20,27+14,33
Presséao arterial diastolica
BF [mmHQg] 6,28+6,37 5,8915,52 9,95+8,35 7,34+5,79
Sensibilidade barorreflexa
K? (BF) 0,75+0,13 0.79+0,13 0,76x0,16 0,75+0,14
Fase (BF) [rad] -1,10+0,54 -1,13+0,40 -1,34+0,38 -1,37+0,30
art (BF) [ms/mmHg] 6,17+3,42 4,98+2,26 5,30+2,86 5,17+£3,10

54

Dados expressos em médiatdesvio padrdo. BFun: baixa frequéncia em unidades normalizadas; AF (ms): alta frequéncia

(milissegundos); BF (mmHg): baixa frequéncia (milimetros de mercurio); K? (BF): coeréncia (baixa frequéncia); Fase (BF) [rad]:

fase (baixa frequéncia [radianos]; arr (BF) [ms/mmHg]: indice da SBR (baixa frequéncia) [milissegundos/milimetros de mercurio].
idiferenca REPOUSO X RECUPERACAOQO: One Way Repeated Measures Analysis of Variance ou Friedman Repeated Measures

Analysis of Variance on Ranks (Tukey post-hoc).
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DISCUSSAO

Os principais achados do estudo foram, no dominio do tempo: 1) o
GDM2 néo foi capaz de retornar aos valores basais para as variaveis pirr € FC;
2) a SBR foi semelhante em ambos os grupos em REPOUSO, EXERCICIO e
RECUPERACAOQ; no dominio da frequéncia: 3) o GDM2 apresentou maior
modulacdo simpatica (BFun - iRR) na RECUPERACAO em comparacdo ao
REPOUSO; 4) o GDM2 apresentou Fase (BF) mais negativa na
RECUPERACAO em comparagdo ao REPOUSO, indicando maior modulaco
simpética no periodo de RECUPERACAO.

Como esperado, os grupos foram diferentes em relagcdo a glicemia
basal, glicemia média estimada, hemoglobina glicada, insulina basal, HOMA R,
HDL, VLDL e triglicérides (COMMITTEE*, 2009; MOURA-TONELLO et al.,
2016). Ainda, embora dentro dos valores de normalidade, a creatinina foi maior
no GDM2. O aumento nas concentracdes séricas de creatinina pode estar
relacionada a alteracBes na taxa de filtracdo glomerular em consequéncia da
hiperglicemia cronica (ADERIBIGBE et al., 2018).

O teste de exercicio incremental também identificou que individuos
diabéticos apresentam capacidade aerébica reduzida evidenciada por menores
valores de VO: pico. Em concordancia com nossos achados, diversos estudos
identificaram, em um teste incremental, menor VO:2 e carga no pico do exercicio
em diabéticos (FANG et al., 2005; FRANCISCO et al., 2014; REGENSTEINER,
2004). Este achado pode estar relacionado ao baixo controle glicémico nesta
populacdo (FANG et al., 2005). A hiperglicemia crénica pode levar ao
comprometimento da funcdo endotelial, prejudicando o transporte e utilizacéo
do oxigénio (FANG et al., 2005; FRANCISCO et al., 2014).

Durante o TECC né&o foram evidenciadas diferengas significativas nas
variaveis cardiovasculares, metabdlicas e ventilatdrias, pois ambos 0s grupos

realizaram esse teste em carga equivalente a 80% do VO2LTG.

A variabilidade dos iRR demonstrou, no dominio do tempo, que 0s
diabéticos ndo foram capazes de retornar aos valores basais nas variaveis
média e FC. No dominio da frequéncia, 0 mesmo grupo mostrou predominancia
simpética no periodo de RECUPERACAO (BFun), mostrando, mais uma vez, a

inabilidade em retornar aos valores basais.



56

O exercicio fisico, tem efeitos sobre o0 modulacdo autonémica pois gera
um estresse fisiolégico (VERMA et al., 2018), levando a reducdo da modulacéo
parassimpatica e predominancia da modulagdo simpéatica. Em individuos
saudaveis, a interrupcdo do exercicio altera o equilibrio em direcdo a
predominancia parassimpatica, refletindo no retorno da FC e PAS aos valores
basais (RACZAK et al., 2005).

Diversos estudos se propuseram a avaliar a VFC e/ou a resposta da FC
pés-exercicio em diabéticos (CHENG et al., 2003; JAE et al., 2009; VERMA et
al., 2018). Em nosso estudo, o periodo de 10 minutos de recuperagdo nao foi
suficiente para que os diabéticos retornassem ao equilibrio basal, ou seja,
retornassem aos valores iniciais de FC, iRR e retorno da predominancia da
modulacdo parassimpatica. Verma e colaboradores (VERMA et al., 2018)
também identificaram uma recuperacdo mais lenta em diabéticos ap6s um
teste de exercicio maximo, nos indices da VFC no dominio do tempo. Estes
achados nos permitem concluir que o DM2 impacta negativamente a resposta
frente a mecanismos estressores como 0 exercicio e o principal responsavel

por isso € o mecanismo de barorreflexo (VERMA et al., 2018).

A SBR é uma importante ferramenta para a avaliacdo do controle
autondmico cardiovascular e produz informagdes clinicas relevantes. Sabe-se
gque o DM afeta a SBR em situacdes de repouso (MOURA-TONELLO et al.,
2016; FRATTOLA et al, 1997), porem pouco se sabe sobre seu
comportamento no periodo de recuperacdo pos exercicio de carga constante.
Nesse sentido, ndo é do nosso conhecimento estudos que tiveram essa

proposicao.

A SBR avaliada pelo a, no dominio do tempo e frequéncia ndo obteve
resultados significativos, porém a analise espectral cruzada, avaliada pela
variavel fase foi concordante com os achados da VFC. Na recuperacao, o
GDM2 nao retomou aos valores basais, permanecendo com a fase mais
negativa, evidenciando a predominancia da modulacdo simpatica (HALAMEK
et al., 2003; MILAN-MATTOS et al., 2017).

A fase representa o espaco de tempo entre a captacao da alteracdo da
PA por meio dos receptores de estiramento, localizados no arco adrtico e seio
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carotideo, e a variacdo dos iRR, na tentativa de normalizar os valores de PA
(NOLLO et al., 2005). Diversos autores realizam a analise espectral cruzada
para avaliar a SBR, porém nao interpretam os resultados referentes a fase e
coeréncia. Essas variaveis sao utilizadas apenas para checar a confiabilidade
dos dados do a (BARANTKE et al., 2008; FAUVEL et al., 2007; SINGH et al.,
2006). Porém, segundo Halamek e colaboradores (HALAMEK et al., 2003) a
fase tem um importante papel na regulacdo da PA, pois ela representa a
estabilidade do sistema e pode estar prejudicada independente da alteracdo do

indice a.

Um estudo recente do nosso grupo demonstrou que a fase apresentou
comportamento semelhante ao a da analise espectral cruzada, no processo de
envelhecimento saudavel, demonstrando que esse indice pode também ser
uma importante ferramenta para avaliar a reducdo do controle autonémico
cardiovascular (MILAN-MATTOS et al., 2017).

A variabilidade da presséo arterial sistdlica e diastélica ndo evidenciou o
comportamento identificado na analise da VFC, provavelmente devido ao fato
de que 40% dos participantes do GDM2 utilizavam medicamentos para
hipertenséo. Vale ressaltar que nao foram incluidos no estudo participantes que
faziam uso de medicamentos anti-hipertensivos da classe de

betabloqueadores.

CONCLUSAO

Este € o primeiro estudo a avaliar o controle autondmico cardiovascular
de diabéticos pds exercicio de carga constante. O presente estudo identificou
prejuizo do controle autondmico cardiovascular na recuperacdo do exercicio
em DM2, avaliado pela VFC e SBR.

Implicacdes clinicas

Esses achados tém implicacbes clinicas pois o0 exercicio de carga
constante (exercicio aerdbico) tem sido utilizado como tratamento né&o

farmacologico desta populacdo e o entendimento do controle autonémico
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cardiovascular na recuperacdo traz informacdes importantes acerca do
comprometimento deste controle e de sua seguranca na prescricdo deste tipo

de exercicio
Limitagdes do estudo

O pequeno numero de participantes € uma limitacdo do estudo. Estudos
futuros com maior nimero de participantes podem trazer resultados adicionais
ao encontrado nesse estudo, comprovando o comprometimento do sistema
nervoso autondémico cardiovascular na recuperacdo do exercicio dinamico

nesta populacéo.
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3. ESTUDO 2 (versédo em portugués com

detalhamentos e inclusao de ilustracdes)

“Efeito agudo da fototerapia por diodos emissores de luz (LEDs) na
sensibilidade barorreflexa durante e ap0s exercicio de carga constante

em pacientes com diabetes mellitus tipo 2”1

Juliana Cristina Milan-Mattos, Cristina de Oliveira Francisco, Amanda
Magdalena Ferroli-Francisco, Vinicius Minatel, Ana Carolina Aparecida
Marcondes, Alberto Porta, T. Beltrame, Nivaldo Anténio Parizotto, Cleber

Ferraresi, Vanderlei Salvador Bagnato, Aparecida Maria Catai

1 Manuscrito submetido ao periddico Lasers in Medical Science (ANEXO A)
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INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) tornou-se, nas ultimas décadas, uma epidemia
generalizada, principalmente devido ao aumento da prevaléncia e incidéncia do tipo
2 (MARWICK et al., 2009).

Véarias complicacbes estdo diretamente relacionadas ao DM2, dentre elas,
hipertensdo, dislipidemia, aterosclerose, degeneracdes microvasculares, como
retinopatia, nefropatia e neuropatia (VINIK; ERBAS, 2001) e reducéao da tolerancia
ao exercicio, que é um preditor independente de mortalidade (MARWICK et al.,
2009). A associacdo de vérios fatores mencionados acima aumenta

significativamente o risco cardiovascular nesta populacdo (MARWICK et al., 2009).

Além do comprometimento metabodlico, o DM afeta o controle autonémico
cardiovascular e causa disfuncdo na inervacéo cardiaca simpatica e parassimpatica,
mesmo na auséncia de neuropatia (MOURA-TONELLO et al., 2016; TARVAINEN et
al., 2014). Na maioria das vezes, as fibras do sistema nervoso parassimpatico (SNP)
sdo as primeiras afetadas, causando aumento da modulacdo simpatica (MOURA-
TONELLO et al., 2016; TARVAINEN et al, 2014). Além disso, ha o
comprometimento na sensibilidade dos barorreceptores, resultando em aumento da
instabilidade pressérica, aumento da ativacdo do sistema nervoso simpatico (SNS) e
reducdo da ativacdo do SNP (FRATTOLA et al., 1997).

O exercicio fisico tem sido amplamente utilizado como tratamento nao
farmacologico no DM2. O exercicio aerébico de intensidade moderada pode
melhorar a concentracédo de glicose sanguinea e a acao da insulina de forma aguda,
melhorando o controle glicémico (COLBERG et al.,, 2010). Esses efeitos podem
prevenir ou retardar complicagbes, como a neuropatia autonémica cardiovascular,
porém essa populacdo é em sua maioria inativa (MORRATO et al., 2007,
PAGKALOS et al.,, 2007). Para um bom controle da doenca, é necesséario que 0s
individuos sejam inseridos em programas de exercicios ou encontrem outras taticas
gue possam aumentar a atividade fisica total (COLBERG et al.,, 2010).
Recentemente, um estudo do nosso grupo (FRANCISCO et al., 2019), identificou
gue a combinacdo de fotobiomodulacdo (PBM) e exercicio de curta duracéo foi

capaz de reduzir os niveis de glicose sanguinea em homens diabéticos. No entanto,
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0 mesmo estudo ndo encontrou efeitos sobre os ajustes cardiopulmonares e

hemodinamicos durante a transi¢cdo do repouso para o exercicio moderado.

Um grande numero de estudos demonstrou os beneficios do FBM como alivio
da dor (DE SOUSA et al.,, 2018; PIRES DE SOUSA et al.,, 2016); melhora do
desempenho muscular quando aplicada antes ou depois de exercicios fisicos
(FERRARESI; HUANG; HAMBLIN, 2016; LEAL-JUNIOR et al., 2015), aumento da
resisténcia a fadiga e aceleracdo da recuperacdo muscular apds exercicios
dindmicos intensos, reducdo do estresse oxidativo e producao de espécies reativas
de oxigénio (FERRARESI; HAMBLIN; PARIZOTTO, 2012), estimulagcdo da cadeia
respiratoria mitocondrial [20] e aumento da microcirculacdo (MAEGAWA et al.,
2000). Paolillo et al. (PAOLILLO et al., 2014) constataram que a FBM apdés
treinamento de exercicio resistido de alta intensidade no musculo tibial anterior em
ratos Wistar melhorou alguns indices do dominio da frequéncia da variabilidade da
frequéncia cardiaca (VFC). No entanto, poucos estudos investigaram os efeitos da

fototerapia na modulacdo autonémica cardiovascular.

Nos ultimos anos, para melhorar o desempenho fisico e melhorar a saude, a
FBM tem sido usada em combinacdo com o exercicio em ambos os modelos
experimentais e ensaios clinicos. (FERRARESI; HUANG; HAMBLIN, 2016; LEAL-
JUNIOR et al., 2015).

Raczak e colaboradores (RACZAK et al., 2005) identificaram que uma Unica
secdo de exercicio moderado pode melhorar a sensibilidade barorreflexa (SBR) e a
modulacédo vagal em pessoas sedentarias saudaveis. Durante o exercicio dinamico,
a SBR é constantemente redefinida para funcionar de acordo com a PA evocada
pela intensidade do exercicio e, como a SBR esta predominantemente sob controle
vagal, ha uma diminuicdo em seus valores no exercicio (PORTA et al., 2018).
Imediatamente apdés a interrup¢cdo do exercicio, ocorre a reativagdo vagal e
posteriormente, a reducdo simpatica, levando a reducdo da FC, PA e aumento
progressivo da SBR (PECANHA; SILVA-JUNIOR; FORJAZ, 2014).

A SBR pode ser mensurada a partir de alteracdes na FC em resposta a
variacdes na PA e é bem estabelecido na literatura, que este valor pode ser utilizado
para avaliar o controle autondmico cardiovascular (OKADA et al., 2010). Estudos

clinicos mostraram que a analise da SBR foi eficiente para estratificar o risco em
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populacdes com insuficiéncia cardiaca (BARTHEL et al., 2012) e infarto do miocéardio
(PINNA et al., 2017).

Portanto, hipotetizamos que a FBM associada ao exercicio fisico de curta
duracéo e intensidade moderada pode causar alteragcdes da modulacdo autonémica
cardiovascular, levando a melhora no controle autonédmico cardiovascular no periodo

de recuperacgao, medido pela sensibilidade barorreflexa.

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito da FBM utilizando duas energias
distintas (150J e 300J) no acoplamento cardiovascular, analisada pela sensibilidade
barorreflexa (método da sequéncia), durante exercicio de carga constante e periodo

de recuperacdo em homens diabéticos.

METODOS

Desenho do estudo

Estudo aleatorizado, duplo-cego, placebo controlado com planejamento
experimental cruzado, realizado de acordo com os principios da Declaracdo de
Helsinki para pesquisa medica envolvendo seres humanos, aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Universidade Federal de S&o Carlos, S&o
Carlos, SP, Brasil, sob numero de protocolo 1.293.582 e registrado no
ClinicalTrials.gov (numero NCT01889784). Todos 0s participantes assinaram um

termo de consentimento por escrito.

Populacao do estudo

Foram avaliados 11 homens, com idade entre 40-64 anos e diagnéstico de
diabetes mellitus tipo 2 de acordo com as recomendacdes da American Diabetes
Association (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2018).

Individuos com indice de massa corporal (IMC) > 35 kg/m? (obesidade grau Il
e lll), neuropatia autonémica cardiovascular (verificada por pelo menos trés testes
autondmicos especificos de acordo com Boulton et al. (BOULTON et al., 2005),
alteracdo eletrocardiografica ou angina induzida por esfor¢co fisico, tabagistas,
etilistas, usuarios de drogas ilicitas ou medicamentos que afetem as respostas das

variaveis estudadas, pacientes com disfuncbes respiratorias, neurolégicas ou
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osteomioarticulares que impecam a execucdo dos testes. A figura 1 apresenta o

fluxograma de perdas do estudo.

Avaliados para elegibilidade (n=309) ‘

Excluidos (n=285)

Doengca arterial coronariana (n=32)
Doengade Chagas (n=1)

Teste ergométrico positivo para isquemia (n=1)
Prolapso de valvula mitral (n=2)
Tabagismo (n=61)

Disturbio de condugéo cardiaca (n=9)
AVC (n=7)

Neuropatia periférica (n=26)

Afeccgdes pulmonares (n=4)

Cancer (n=4)

Idade (n=28)

Diabético tipo 1 (n=2)

Etilista (n=2)

Usuario de drogas ilicitas (n=2)
IMC>35k Kg/m2 (n=11)
Comprometimento cognitivo (n=4)
Insuficiéncia renal (n=2)

Medicamentos que alteram os resultados (n=10)
Talassemia (n=2)

Doenga inflamatdria crénica (n=2)
Incapacidade de realizar os testes (n=1)
Nao quiseram participar (n=72)

DM triados (n=24)

Excluidos (n=13)
N&o realizaram os 2 protocolos (n=10)
Méa qualidade dos sinais (n=3)

DM avaliados (n=11)

Figl. Fluxograma de perdas do estudo.

Para a caracterizacdo da amostra, 0s participantes realizaram o exame
laboratorial de hemoglobina glicada (HbAlc), insulina de jejum, glicemia basal e
perfil lipidico. Os exames de sangue foram realizados em laboratério especializado,
apos 10-12 horas de jejum, utilizando o analisador ADVIA 1800 Chemistry System
(Siemens, Tarrytown, NY, EUA). O grau de resisténcia a insulina foi determinado
pelo HOMA-IR (homeostasis model assessment of insulin resistance).

Além disso, os voluntarios realizaram um teste de exercicio clinico na
presenca de um cardiologista, considerando que dentre os critérios de exclusédo

estavam as possiveis alteracdes que possam surgir durante o teste ergométrico.
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Protocolo Experimental

O protocolo experimental incluiu 3 visitas (Figura 2) e consistiu em um teste
de exercicio cardiopulmonar (TECP) e dois testes de exercicio em carga constante
(intensidade moderada - 80% VO2LTG), com a FBM por LEDs ou placebo,
respeitando 14 dias de intervalo entre as sessdes. Todos o0s voluntarios

completaram as avaliacdes.

Exame de sangue Protocolo experimental
Teste de exercicio cardiopulmonar FBM/PLACEBO exercicio em carga constante
Visita2| Washout-14 dias

Fig 2. llustracdo do protocolo experimental.

A ordem de randomizacao foi definida utilizando envelopes opacos selados.
Blocos de 6 envelopes foram preparados por um investigador que néo participou da
analise dos dados. Todos os participantes receberam ambas as terapias (PBM por
LED e placebo).

Duas energias (150J e 300J) foram aplicadas neste estudo. Os participantes
realizaram o protocolo experimental de 150J em ordem randomizada (150J ou
PLACEBO) com um periodo de washout de 14 dias. Apés o término do protocolo
experimental de 150J, foi esperado um intervalo de 3 meses para o inicio do
protocolo experimental de 300J. Este protocolo seguiu 0 mesmo procedimento

ilustrado na figura 2.

Durante todo o procedimento, o tracado eletrocardiografico foi monitorado
continuamente, por meio de um bioamplificador para sinais de ECG (BioAmp FE132,
ADInstruments, Australia), a pressdo arterial foi obtida continuamente por
fotopletismografia, utilizando o equipamento Finometer Pro® (Finapres Medical
System, Amsterdam, Holanda) posicionado no dedo médio do membro superior
esquerdoe e ambos os sinais foram acoplados por um sistema de aquisicdo de
sinais biolégicos (Power Lab 8/35 - ADInstruments, Austrdlia) e um

microcomputador, ainda, o voluntario foi perguntado a respeito do cansago nos
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membros inferiores, dispneia e dor no peito, escolhnendo uma nota para cada um

desses itens de acordo com a Escala de Borg (CR10).

As variaveis metabdlicas e ventilatérias foram obtidas respiracdo-a-respiracao
utilizando um analisador metabdlico (Vmax29c, Sensor Medics, Yorba Linda, CA,
EUA).

Durante a coleta, o0s voluntarios foram orientados a nao falar
desnecessariamente, respirar espontaneamente e informar possiveis sinais e
sintomas como tontura, turbidez visual, nauseas, dor, dor em membros inferiores,

para interrupcao dos testes.

Teste de exercicio cardiopulmonar - TECP

O teste de exercicio cardiopulmonar (figura 3) foi executado em
cicloergbmetro (Quinton Corival 400, USA) para determinacdo do consumo de
oxigénio (VO2) no limiar de troca gasosa (LTG) e VO2 pico. O incremento de carga
foi determinado de acordo com a férmula proposta por Wasserman et al.
(WASSERMAN; HANSEN, 2005).

Fig 3. llustracdo da tela de captacdo das variaveis ventilatorias durante um TECP de

um dos voluntarios estudados.

A identificacdo do limiar de troca gasosa foi realizada por 3 pesquisadores

independentes, utilizando o método ventilatorio (NOVAIS et al., 2015) e o VO2 pico
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foi obtido a partir da média dos ultimos 30 segundos de exercicio incremental
(CATAI et al., 2002).

Fotobiomodulacao e protocolo de exercicio em carga constante

A fotobiomodulacdo foi realizada utilizando uma manta flexivel de diodos
emissores de luz (LEDs) (FERRARESI et al., 2015; FRANCISCO et al., 2019) (figura
4) por contato direto com a pele nos musculos quadriceps femoral e triceps sural,
bilateralmente, antes do protocolo de exercicio. Os parametros utilizados para as
duas energias testadas (150J e 300J) estdo descritos na tabela 1. O quadriceps
femoral e o triceps sural foram os musculos escolhidos para a irradiacdo, uma vez
gue sao musculos bem recrutados durante o exercicio em cicloergdmetro. O placebo

seguiu 0 mesmo procedimento, mas com o aparelho desligado.
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Fig. 4. llustracdo da aplicacdo da manta flexivel de LEDs.

A: manta de LEDs; B: aplicagdo no quadriceps femoral; C: aplicagdo no triceps sural.
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Tabela 1. Informacdes e parametros utilizados na FBM.

150J 300J
Tipo GaAlAs GaAlAs
Numero de diodos 50 50
Comprimento de onda 850 £ 20nm 850 £ 20nm
Frequéncia Continuo continuo
Saida 6ptica 75 mW por diodc 75 mW por diodo
Area 0,2 cm? 0,2 cm?
Densidade de poténcia 375 mW/cm? 375 mW/cm?
Densidade de poténcia por diodo 15 J/lcm? 15 J/lcm?
Energia por diodo 3J 6J
Tempo de exposi¢cdo por grupo muscular 40s 80s
Energia total por grupo muscular 150J 300J
Numero de locais de irradiagdo por membro inferior 2 2
Energia total por membro inferior 300J 600J
Modo de aplicagéo Contato com a pe Contato com a pele

Ga-Al-As: Arseneto de Galio e Aluminio nm: nanémetro; mW: Megawatt; cm?. centimetros ao
guadrado; mwW/cm? miliwatts por centimetro ao quadrado; J/cm?: joule por centimetro ao quadrado; J:
Joule; s: segundos.

Apés a aplicacdo da FBM, os voluntarios foram instruidos a permanecer
sentados, respirar espontaneamente e nao falar desnecessariamente por 10 minutos
(REPOUSO). Em seguida, os voluntarios deslocaram-se para o cicloergdmetro para
iniciar o protocolo em carga constante, composto por 1 minuto de repouso, 3 minutos
de aquecimento em carga livre, 6 minutos de exercicio em carga constante em
intensidade moderada (80% de VO: LTG) (EXERCICIO), 6 minutos de
desaquecimento em carga livre e 1 minuto em repouso. Em seguida, os voluntarios
foram orientados a mudar-se para a cadeira e permaneceram sentados por 10
minutos (RECUPERACAO) (Figura 5). Durante todo o procedimento as variaveis

cardiovasculares, respiratdrias e metabdlicas foram registradas.
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Fig 5. llustracdo do protocolo de FBM e exercicio em carga constante.

Andlise de dados — Dominio do tempo

Antes da andlise da sensibilidade do barorreflexo, a extracdo da série
batimento a batimento foi realizada (PORTA et al., 2013, 2018). Sequéncias estaveis
de 256 pontos (TASK FORCE, 1996) foram escolhidas para REPOUSO,
EXERCICIO e RECUPERACAO. A SBR foi mensurada pelo método de sequéncia,
gue consiste na identificacdo de sequéncias de 3 ou mais pontos consecutivos em
gue a pressdo arterial sistolica (PAS) e o intervalo R-R (iRR) aumentam ou
diminuem simultaneamente. A partir dessa identificacdo, foi realizada uma regresséo
linear em cada sequéncia para estimar a inclinacdo. A SBR foi calculada pela média
da inclinacdo de todas as sequéncias (BERTINIERI et al.,, 1985; PORTA et al.,
2018).

Ainda, os indices de dominio de tempo (média e variancia) do periodo
cardiaco (PC), pressédo arterial sistélica (PAS) e presséo arterial diastolica (PAD)

foram avaliados.

Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa estatistico (SigmaPlot
11.0, Systat, Chicago, IL, USA). O nivel de significancia foi de p <0,05. O teste t ou
teste de Mann-Whitney foi usado para comparar as caracteristicas dos participantes
nas energias estudadas. A comparacao entre as energias (placebo, 150J e 300J) e a
condicdo (REPOUSO, EXERCICIO e RECUPERACAO) foi avaliada pela testada
pela Anova two-way de medidas repetidas (Teste de Tukey).



76

RESULTADOS

Todos os voluntarios completaram as avaliagbes. A média de idade dos
participantes foi de 566 anos, o peso foi de 83+7Kg, a estatura de 1,71+0,06m e o
IMC de 28+2Kg/m?. O tempo de diabetes foi de 8+5 anos e seis voluntarios (54,55%)
utilizavam medicacao anti-hipertensiva.

A Tabela 2 mostra o consumo de oxigénio no LTG e pico do exercicio e
exames de sangue nas energias estudadas. Ndo foram encontradas diferencas

significativas para estas variaveis (tabela 2).

Tabela 2. Consumo de oxigénio e exames de sangue dos participantes nas
energias estudadas.

FBM- 150J FBM - 300J
Consumo de oxigénio
VO2 LTG (mL/Kg/min) 11,94+2,32 12,06+3,34
VO:2 pico (mL/Kg/min) 21,07+3,77 20,50+3,30
Exames de sangue
HbA1c (%) 7,88+1,06 8,11+1,10
Glicemia de jejum (mg/dL) 179,45+30,39 185,14+31,27
Insulina 13,08+3,96 13,59+4,29
Colesterol total (mg/dL) 209,00£67,47 215,73+64,00
HDL-Colesterol (mg/dL) 35,91+6,02 35,00+12,01

LDL-Colesterol (mg/dL)
Triglicérides (mg/dL)

134,36+61,01
193,09+50,29

143,09+56,61
174,18459,71

Valores sdo expressos em média + desvio padrdo. VO.LTG: consumo de oxigénio no limiar de troca
gasosa; VO:2 pico: consumo de oxigénio no pico do exercicio; HbAlc: hemoglobina glicada; Teste
estatistico: teste t ou teste de Mann-Whitney. O simbolo *indica p<0.05

Todos os participantes (100%) utilizavam medicagao para o controle do DM2,
seis participantes (54,55%) utilizavam medicamento para tratamento para
hipertensdo arterial, quatro participantes (25%) utilizavam medicacdo para
dislipidemia ou hipertrigliceridemia. N&o houve alteracdo na medicagdo dos
participantes entre os protocolos experimentais de 150J e 300J.

Foi realizada a média (u) e variancia (02) do periodo cardiaco (PC), PAS e
PAD e foi realizada a SBR sensibilidade barorreflexa (aseq). Os resultados obtidos
no 150J-placebo e 300J-placebo foram comparados e como ndo houve diferencas

entre os placebos, optamos por usar a média.
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A Tabela 3 apresenta a Yy e o2 do PC, PAS e PAD em REPOUSO,
EXERCICIO e RECUPERACAO. N&o foram encontradas diferencas significativas
entre 150J, 300J e Placebo

Tabela 3. indices no dominio do tempo do PC, PAS, PAD e SBR.

Placebo PBM- 150J PBM — 300J
REPOUSO
upc (Ms) 852,45+127,34 878,02+129,61 866,37+142,83
02pc (Ms?) 554,21+378,21 807,82+692,69 567,75+502,54
FC (bpm) 72411 70+10 71+13
Upas (MMHQ) 135,30+13,37 134,50+21,15 137,56+16,02
02pas (MMHg?) 49,52+28,17 43,46%28,26 40,91+36,05
upap (MMHQ) 73,09+12,12 71,59+9,29 76,07+5,81
0%pap (MMHg?) 13,57+13,84 8,83+4,80 10,04+9,27
EXERCICIO
upc (Ms) 623,42+99,49 630,15+108,94 636,07+115,87
02pc (MS?) 146,15+94,21 152,67+107,53 155,84+122,85
FC (bpm) 99+17 08+18 98+20
upas (MMHQ) 169,20+35,00 180,01+22,60 187,58+21,70
02pas (MMHg?) 50,41+30,88 62,71+37,42 53,17+40,18
upap (MMHg) 83,08+10,68 83,08+13,31 88,17+7,57
02pap (MMHg?) 13,69+7,15 13,08+9,70 18,20+20,66
RECUPERACAO
upc (Ms) 826,25+136,83 853,65+142,90 847,36+154,17
02%pc (Ms?) 674,52+410,16 707,44+394,23 637,67+650,11
FC (bpm) 75+12 72+12 73+15
Upas (MMHQ) 134,33+11,91 139,01+13,91 133,11+14,93
02pas (MMHg?) 53,71+25,61 45,49+28,31 41,02+26,22
upap (MMHQ) 75,82+7,99 78,04+7,15 76,60+9,72
02pap (MMHg?) 18,89+25,65 11,70+8,01 11,22+9,48

Valores expressos em média + desvio padrédo, FC: frequéncia cardiaca; PC: periodo cardiaco; ppc:
média do periodo cardiaco; o?pc: varidncia do periodo cardiaco; peas: média da pressdo arterial
sistdlica; o%pas: variancia da pressao arterial sistolica; prao: média da pressio arterial diastolica; G2pao:
variancia da pressao arterial diastélica. Teste de Anova One Way ou Kruskal-Wallis. The symbol *

indicates p<0,05

Além disso, foi realizada a Anova One-way de medidas repetidas em cada

intensidade de energia, as

intensidades estudas apresentaram as mesmas

respostas: reducdo de pec e 0%c e aumento da FC durante o0 EXERCICIO, seguido
da retomada aos valores de REPOUSO no periodo de RECUPERACAO.
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Em relacdo a PAS, houve aumento da ppas no EXERCICIO, seguido da
retomada aos valores de REPOUSO no periodo de RECUPERACAO, em todas as
energias estudadas. A 0%pas ndo apresentou alteracdo significativa.

A figura 6 apresenta os resultados do aseq Nas energias estudadas. N&o houve
interacdo entre as energias (Placebo; FBM-150J e FBM-300J) e condicbes
(REPOUSO, EXERCICIO e RECUPERACAO) durante o protocolo. Houve apenas o
efeito da condicado (p <0,001), mostrando que, independentemente das energias, 0

comportamento de dseq € Similar.

12 | —e— placebo
—o— 150J
—v— 300J
2
£ 8
=
)
E
g 4]
2]
©
0 4

REPOUSO EXERCICIO  RECUPERAGAO

Fig. 6 Ganho da SBR pelo método da sequéncia (aseq) nas energias de fototerapia
estudadas.

DISCUSSAO

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito da FBM no acoplamento
cardiovascular, analisado pela sensibilidade barorreflexa (método de sequéncia),
durante exercicio em carga constante e recuperacdo em homens diabéticos. O
principal resultado foi que ambas as energias estudadas (150 e 300J) nao
apresentaram diferencas quando comparadas ao placebo, mostrando que a FBM
nao modificou o controle autondmico cardiovascular, avaliado pela sensibilidade
barorreflexa, em homens diabéticos, submetidos a um exercicio de carga constante

e recuperacao.
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Os efeitos da FBM para melhorar o desempenho no exercicio tém sido
estudados ha pelo menos duas décadas (FERRARESI; HUANG; HAMBLIN, 2016;
LEAL-JUNIOR et al., 2015). Sabe-se que a FBM pode reduzir a fadiga, aumentar a
forca de contragcdo, melhorando o desempenho muscular humano em diferentes
exercicios, acelerar a recuperacdo ap0s exercicios dinamicos intensos e de lesdes
musculares por diferentes mecanismos de acdo (FERRARESI; HAMBLIN;
PARIZOTTO, 2012).

Entretanto, na literatura, os estudos que avaliam os efeitos da FBM e do
exercicio fisico no controle autonémico cardiaco sdo escassos (PAOLILLO et al.,
2014). Estudos que avaliam o controle autonémico cardiovascular sdo ainda mais
escassos devido a necessidade de coletar, simultaneamente, dois sinais biol6gicos
(PAS e FC) para avaliar a sensibilidade barorreflexa. A SBR tem sido amplamente
utilizada como medida para avaliacdo do controle do sistema cardiovascular (LA
ROVERE; PINNA; RACZAK, 2008).

Em concordancia com nosso estudo, Machado et al. (MACHADO et al., 2017)
ndo encontraram alteragbes significativas na modulacdo autondmica cardiaca
avaliada pela VFC no periodo de recuperacdo apds a combinacdo de fototerapia e
exercicio de alta intensidade (corrida) em jovens saudaveis. Os pesquisadores
também avaliaram o controle autonédmico cardiaco 24 e 48 horas apds o teste, sem
identificar diferencas significativas. Foram avaliados também marcadores de
recuperacao (lactato sanguineo, creatina quinase) e dor muscular de inicio tardio e
concluiram que a FBM néo foi capaz de modificar marcadores de recuperacao e
performance na corrida, apenas a dor muscular de inicio tardio foi atenuada. Neste
estudo foram utilizados diferentes comprimento de onda (630 £ 20 nm), e

parametros de luz quando comparado ao nosso estudo.

O exercicio fisico € amplamente utilizado para avaliar a integridade do
sistema nervoso autbnomo (SNA), por ser um estimulo simpatico, que gera a
necessidade de ajustes precisos por meio da interagdo entre 0S ramos
parassimpatico e simpéatico do SNA que atuam no coracdo e nos vasos (LELLAMO
et al., 1996),

Nesse sentido, a avaliacdo do SBR durante e apds o exercicio é importante,

pois a pressdo arterial aumenta continuamente, exigindo ajustes do barorreflexo.
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Estudos prévios mostraram que o barorreflexo arterial é constantemente
reinicializado para operar em funcdo da nova pressao arterial gerada pelo exercicio
(DICARLO; BISHOP, 1992; POTTS; SHI; RAVEN, 1993), levando ao aumento da

ativacao simpatica e da retirada vagal associada ao desafio (PORTA et al., 2018).

No periodo de recuperagdo, individuos com integridade do controle
autonémico cardiovascular podem apresentar hipotensdo pds-exercicio, ou seja, a
pressao arterial tende a cair a valores mais baixos quando comparados aos valores
pré-exercicio devido a influéncia do sistema nervoso autondmico, que leva a
reducbes na resisténcia vascular periférica. Em nosso estudo, ndo foi possivel,
identificar a hipotensédo pés-exercicio, provavelmente devido ao prejuizo do controle
autonémico cardiovascular ocasionado pela doenca (MOURA-TONELLO et al.,
2016).

Ferreira Junior et al. (FERREIRA JUNIOR et al., 2018) também néo
identificaram alteracdes significativas na modulacdo autonémica cardiaca (VFC no
dominio do tempo e da frequéncia) de jovens saudaveis no periodo de recuperacao
apos a aplicacdo de FBM e exercicio de resisténcia de membro inferior. Os autores
identificaram que FBM induziu o aumento no numero de repeticdes do exercicio, e
diminuicdo do indice de fadiga quando comparado ao placebo apenas quando a
FBM foi aplicada no membro inferior ipsilateral.

E importante notar que apenas o estudo de Paolillo et al. (PAOLILLO et al.,
2014), o efeito cronico da FBM em ratos, foi capaz de identificar o efeito sistémico na
modulacdo autondmica cardiaca, ja estudos em humanos ndo conseguiram
identificar o mesmo resultado. Ainda, 0s poucos estudos com humanos encontrados,
avaliaram individuos jovens e saudaveis, sem comprometimento cardiovascular e
metabdlico. Portanto, mais estudos s&o necessarios tanto em individuos saudaveis
guanto em paciente com doencas cardiovasculares para tentar elucidar os efeitos do

FBM combinada ao exercicio fisico no sistema nervoso autbnomo cardiovascular.

Além disso, como o FBM € uma técnica relativamente recente (MACHADO et
al., 2017), mais estudos sdo necessarios para determinar os melhores parametros
da FBM para a melhora do controle autonémico cardiovascular no periodo de
recuperacao (MACHADO et al., 2017), ja que a FBM com diferentes fontes de luz,

comprimentos de onda, dosimetria e protocolos de aplicacdo sé&o decisivos para
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alcancar efeitos positivos na interacao tecido-luz (FERRARESI; HUANG; HAMBLIN,
2016; LEAL-JUNIOR et al., 2015).

CONCLUSAO

A FBM (150J e 300J), aplicada previamente a um exercicio em carga
constante de intensidade moderada em diabéticos ndo foi capaz de promover
mudangas no controle autondmico cardiovascular para levar a melhora da
sensibilidade barorreflexa. Mais estudos sdo necessarios para verificar a janela
terapéutica e a dose-resposta com o0 objetivo de modificar o controle autonémico

cardiovascular durante o exercicio e na recuperagao.
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Com base nos resultados obtidos no estudo 1 desta tese, nos permitiram
concluir gue o DM2 impacta negativamente o controle autonémico cardiovascular no
periodo de recuperacdo de um exercicio de moderada intensidade. Estudos futuros
com diabéticos e doencas associadas como por exemplo, a obesidade e a
hipertensédo, bem como a NAC podem trazer informag¢des adicionais.

Quanto aos resultados do estudo 2, a fotobiomodulacdo nas energias
estudadas, em conjunto com o exercicio fisico ndo foi capaz de promover a melhora
do controle autondmico cardiovascular de homens diabéticos durante e ap6s o
exercicio.

Dessa forma, esse estudo abre caminho para novos estudos que possam
verificar os efeitos agudos e cronicos de outras energias de fotobiomodulacdo para
verificar a janela terapéutica e estabelecer qual a melhor dose-resposta que pode
modificar positivamente o controle autondmico cardiovascular nessa populagao.

Como desdobramentos futuros, iremos realizar uma nova analise da
sensibilidade barorreflexa, pelo método da sequéncia, baseado em um estudo
recente de Silva e colaboradores (Silva LEV, Dias DPM, da Silva CAA, Salgado HC,
Fazan R. Revisiting the Sequence Method for Baroreflex Analysis. Front Neurosci.
2019;13:17. Published 2019 Jan 23. d0i:10.3389/fnins.2019.00017).
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Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

A pesquisadora aponta a possibilidade de cansaco, falta de ar, fadiga muscular, boca seca durante a
avaliagdo. Também indica que os beneficios que podem advir com a participagdo na pesquisa sdo 0s
voluntarios conhecerem detalhadamente seu estado de saude no que se refere a fungao cardio-respiratoria.
Esta pesquisa porporcionara dados de relevancia clinica sobre o potencial terapéutico de diodos emissores
de luz no Diabetes Mellitus.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O projeto de pesquisa possui relevancia a area em questao.

Consideragées sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:

A folha de rosto foi anexada e foi assinada. O TCLE foi apresentado, porém nao informa que, caso haja
detecgdo de alguma alteragao na fungao cardiorrespiratoria, ao voluntario (a) estara assegurado o

encaminhamento para seguimento/tratamento, conforme determina a Resolugcdo CNS 466/12.

Recomendagoes:
Solicita-se a pesquisadora que inclua no TCLE a informagio de que caso haja detecgao de alguma
alteracao, havera encaminhamento para seguimento/tratamento do voluntario.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacbes:
Projeto aprovado com recomendacgdes.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Projeto aprovado com recomendagdes.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informagées Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS _DO_P | 10/09/2015 Aceito
do Projeto ROJETO 583277.pdf 12:01:00
Folha de Rosto folha_de rosto.docx 10/09/2015 | Aparecida Maria Aceito

12:00:19 | Catai
TCLE / Termos de | TCLE.docx 02/09/2015 |Aparecida Maria Aceito
Assentimento / 09:43:53 [Catai
Justificativa de
Auséncia

Endereco: WASHINGTON LUIZ KM 235

Bairro: JARDIM GUANABARA CEP: 13.565-905
UF: SP Municipio: SAO CARLOS
Telefone: (16)3351-9683 E-mail: cephumanos@ufscar.br

Pagina 02 de 03



UNIVERSIDADE FEDERAL DE
SAO CARLOS/UFSCAR

Continuag&o do Parecer: 1.293.582

101

e

Brochura
Investigador

Projeto Detalhado / | Projeto_comite.doc

02/09/2015 |Aparecida Maria
09:43:25 [Catai

Aceito

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

SAO CARLOS, 23 de Outubro de 2015

Assinado por:

Ricardo Carneiro Borra
(Coordenador)

Enderego: WASHINGTON LUIZ KM 235

Bairro: JARDIM GUANABARA
UF: SP Municipio:
Telefone: (16)3351-9683

SAO CARLOS

CEP:

13.565-905

E-mail:

cephumanos@ufscar.br

Pagina 03 de 03



