UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
PROGRAMA INTERINSTITUCIONAL DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS
FISIOLOGICAS

GUILHERME BORGES PEREIRA

Efeitos agudos do exercicio resistido sobre marcadores da resposta

inflamatoéria e imune

SAO CARLOS
2012



GUILHERME BORGES PEREIRA

Efeitos agudos do exercicio resistido sobre marcadores da resposta

inflamatéria e imune

Tese apresentada ao Programa
Interinstitucional de Pés-Graduagdo em
Ciéncias Fisiologicas da Universidade Federal
de Sao Carlos para a obtengdo do titulo de
Doutor em Ciéncias Fisiolégicas.

Area de Concentragao:
Ciéncias Fisiolégicas

Orientador: Prof. Dr. Sergio Eduardo de
Andrade Perez

SAO CARLOS
2012



Ficha catalografica elaborada pelo DePT da
Biblioteca Comunitaria/UFSCar

P436ea

Pereira, Guilherme Borges.

Efeitos agudos do exercicio resistido sobre marcadores
da resposta inflamatéria e imune / Guilherme Borges
Pereira. -- Sdo Carlos : UFSCar, 2013.

88 f.

Tese (Doutorado) -- Universidade Federal de Sao Carlos,
2012.

1. Imunologia. 2. Exercicios fisicos. 3. Linfécitos. 4.
Apoptose. 5. Migragéo. |. Titulo.

CDD: 616.079 (20%)




Programa Interinstitucional de Pés-Graduacdo em Ciéncias
Fisiolégicas
Associagdo Ampla UFSCar/UNESP

Folha de Aprovacéo

Tese de Doutorado de Guilherme Borges Pereira

Dia 11/12/2012




A minha mae, que nunca mediu esforcos na educagao dos seus filhos.



AGRADECIMENTOS

“‘Nenhum obstaculo é grande demais quando confiamos em Deus.” Nada na
vida acontece por um acaso,_e se aconteceu, Deus quis assim. Muito obrigado!

A minha familia,

Sempre me lembro da minha mae dizendo:
“Meu filho, cuidado com o mundo! Vai e segue o seu caminho!”

Foi o que fiz. Segui meu caminho, e muitas vezes me esqueci de vocés, so
lembrei de mim...

Hoje, quando olho para tras, tenho a certeza de que s6 cheguei até aqui,
porque vocés, meus pais (Nivia e Donizeti) e meus irméos (Juliana, Natalia e
Gabriel), acreditaram e estiveram sempre comigo!

Ao Prof. Dr. Sérgio E. A. Perez, por ter aberto as portas do laboratdrio,
confiado no meu trabalho, e o mais importante, por ter se tornardo um grande amigo
para todas as horas.

Ao Prof. Dr. Jonato Prestes, por fazer parte de toda a minha formacao, ter
criado a maioria das minhas oportunidades profissionais, ter sido um excelente
professor na minha formacgao cientifica, ser amigo, companheiro, um verdadeiro
irmao. Meu irméo, estamos juntos pra sempre!

Ao Rodrigo e ao Richard, pela sincera e incondicional amizade. Vocés me
ajudaram a escrever um dos capitulos mais bonitos da minha vida. Sei que posso
contar com vocés em qualquer momento!

Aos amigos de republica por onde passei. Nunca me esquecei desse
ambiente acolhedor, familiar e inspirador proporcionado por cada um de vocés
(Guilherme Speretta e Clariana, Julian Venancio, Paulo Bossini, Danilo Conti,
Amilton Vieira, Anderson Lino, Markus Vinicius, Danilo Bertucci e José Neto).

Ao Prof. Dr. James Navalta, pelos ensinamentos, virtudes e os valores
transmitidos desde o dia em que o conheci. Mais que um professor, um pessoa do
bem, um verdadeiro amigo!

Ao Ramires Tibana, um dos pilares mais importantes no desenvolvimento
dos manuscritos apresentados no corpo dessa tese de doutorado.

Ao Programa de Pdés-Graduacéao Interinstitucional em Ciéncias Fisioldgicas

UFSCar/UNESP, pela possibilidade de crescimento pessoal e profissional.



A Secretaria de Pés-Graduagdo do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas
da UFSCar, em especial ao Alexandre e a Carmen, pelo carinho, atencédo e
profissionalismo dispensados durante minha passagem pelo programa.

A Secretaria do Laboratério de Fisiologia do Exercicio, a secretaria Marcia,
por toda amizade e profissionalismo durante a minha passagem pelo laboratério.

Aos companheiros de mestrado e doutorado, Markus Vinicius, Luciane
Magri, Gustavo Canevazzi, Fabiano Ferreira, Marina Rodrigues, Mateus Domingos e
Maria Fernanda por todas as experiéncias académicas e amizade compartilhadas.

A todos os monitores do laboratério de Fisiologia do Exercicio - UFSCar,
pela amizade, experiéncias e momentos fisiolégicos compartilhados.

Ao Department of Kinesiology, Recreation, and Sport da Western Kentucky
University, por facilitar a parceria e disponibilizar infra-estrutura e equipamentos para
o desenvolvimento do projeto de pesquisa dessa tese de doutorado.

Aos membros da banca examinadora, por aceitarem o convite em participar

da defesa, e principalmente, pela relevante contribuicdo académica e cientifica.



“Se vi ao longe é porque estava nos ombros dos gigantes.”

Aristételes.



SUMARIO

APRESENTAGAO 10
MANUSCRITO | 17

RESPOSTAS AGUDAS AO EXERCICIO RESISTIDO SOBRE MARCADORES DE
SUPERFICIE CELULAR PARA A APOPTOSE E MIGRAGAO DE LINFOCITOS T

CD4+ E CD8+ 17
RESUMO 18
ABSTRACT 19
INTRODUGAO 20
MATERIAIS E METODOS 23
ANALISE ESTATISTICA 27
RESULTADOS 27
DISCUSSAO 30
REFERENCIAS 35

MANUSCRITO Il 41

EFEITOS AGUDOS DO EXERCICIO RESISTIDO SOBRE A
OSTEOPROTEGERINA E CITOCINAS EM MULHERES COM SINDROME

METABOLICA 41
RESUMO 42
ABSTRACT 43
INTRODUCAO 44
MATERIAIS E METODOS 46
ANALISE ESTATISTICA 51
RESULTADOS 52
DISCUSSAO 59
REFERENCIAS 63

APENDICE A - e-mail e o artigo cientifico aceito para publicagdo no periédico

cellular Immunology 71

APENDICE B - e-mail e o artigo cientifico Il aceito para publicagio no periédico

Clinical Physiology and Functional Imaging 79



10

APRESENTAGAO

Olhe para aquele Trem, a que lugar ele nos levara?

Acredito que a vida possa ser comparada a uma viagem de Trem, cheia de
embarques e desembarques, agradaveis surpresas em muitos embarques e grandes
tristezas em alguns desembarques. Embarcamos nesse trem quando nascemos e
nos deparamos com algumas pessoas que julgamos que estardo sempre nessa
viagem conosco.

A minha mae, a maquinista inicial do trem, foi a responsavel por demonstrar,
incentivar e permitir que nos estudos eu pudesse me encontrar. E foi assim, desde
crianga fascinado com o conhecimento e com a ciéncia das mais diferentes areas.
Acabei me apaixonando pelo corpo humano e o seu funcionamento!

Com o objetivo de comecgar a ser maquinista desse Trem, o trem da vida,
desembarquei em Patrocinio — MG (2002-2005), onde tive a felicidade de receber a
formacao profissional em Fisioterapia. E hora de partir, dltima chamada do trem! Um
novo destino estava tragcado em minha rota, Estacdo Sdo Carlos — SP.

Na estagdo Sao Carlos, iniciei o Curso de pdés-graduagao latu sensu em
Fisiologia do Exercicio (2006-2007) na Universidade Federal de Sao Carlos
(UFSCar). Em uma das primeiras aulas, o prof. Dr. Sérgio Eduardo de Andrade
Perez comunicou a abertura do processo seletivo para monitoria no Laboratério de
Fisiologia do Exercicio do Departamento de Ciéncias Fisiologicas da UFSCar. Com
esse comunicado, meu coragao se encheu de alegria e esperanga, pois sentia que
esse laboratério era o meu lugar.

Preenchi e entreguei todos os documentos necessarios para o processo
seletivo, contei os dias para o resultado, até que veio a primeira surpresa: nao fui
classificado! E agora, o que vou fazer? Com o coragao apertado e morrendo de
medo, procurei o prof. Dr. Vilmar Baldissera na aula seguinte, o qual me ouviu em
poucos segundos, mas de coragdo aberto, 0 meu sincero pedido: “Professor, eu
preciso desta oportunidade de monitoria, € isso que eu quero para a minha vida!”. O
prof. Vilmar com toda ateng¢do disse que precisava conversar com o Prof. Sérgio
para analisarem o meu pedido. Passados algumas semanas, fui informado que eu
era o mais “novo monitor do Laboratério de Fisiologia do Exercicio do Departamento

de Ciéncias Fisioldgicas da UFSCar”, que felicidade e reponsabilidade!
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Como monitor do Laboratério de Fisiologia do Exercicio, esbocei os
primeiros passos cientificos, sempre amparado por pessoas, companheiros e
professores incriveis dispostos a ensinar. Assim, os primeiros tragos da minha
formagao cientifica foram ganhando forma, e eu cada vez mais apaixonado pela
fisiologia cientifica. No inicio de 2007, recebi a confirmagédo do prof. Dr. Sérgio do
recebimento do aval para participar do processo seletivo de mestrado no
Departamento de Ciéncias Fisiologicas sob sua orientagdo. Muito deslumbrado,
imediatamente iniciei os estudos e a preparagao para a selecdo. Foi um ano de
muita dedicacdo aos estudo, um ano de muita fisiologia! Parafraseando as sabias
palavras do Prof. Vimar: “A fisiologia € cativante, motivante e ndo se esquece
nunca!”.

Em margo de 2008 ja estava matriculado no Programa de Pds-Graduagao
Interinstitucional em Ciéncias Fisiolégicas UFSCar/UNESP no nivel mestrado, e
juntamente com outros pos-graduandos, elaboramos e executamos um projeto
cientifico tematico amplo, investigando as altera¢des induzidas pela menopausa e as
respostas ao exercicio fisico em varios tecidos e sistemas. Deste projeto,
concluimos trés mestrados (Richard, Josiane e eu) e trés doutorados (Jonato,
Gilberto e Jodo Paulo), totalizando sete publicacbes em periddicos indexados no
periodo de 2009-2011. Alguns destes trabalhos me chamaram bastante atencéo,

especialmente os relacionados com a resposta imune e inflamatéria:

PRESTES, J. et al. Effects of resistance training on resistin, leptin, cytokines, and
muscle force in elderly post-menopausal women. Journal of Sports Sciences
(Print), v. 27, p. 1607-1615, 20009.

LEITE, R. D. et al. Menopause: Highlighting the Effects of Resistance Training.
International Journal of Sports Medicine, v. 31, p. 761-767, 2010.

Em margo de 2010, concluimos o mestrado com o artigo referente a
dissertagdo aceito para publicacdo. Consequentemente, a matricula para a pos-
graduacgéo nivel doutorado foi realizada em abril de 2010. Neste ano, cursei as
disciplinas disponiveis e comegamos a rascunhar o projeto de pesquisa do
doutorado. Durante nossos estudos e conversas no laboratério, perguntas e mais

perguntas nos inquietavam em relagdo a resposta inflamatéria e imunolégica ao
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exercicio fisico. Atingimos maturidade cientifica para definicdo do tema do projeto de
doutorado durante o Il Encontro Internacional em Fisiologia do Exercicio — UFSCar,
em maio de 2011, ao conhecer e conversar com o incrivel Professor Dr. James
Navalta. O Professor Dr. James Navalta foi um dos palestrantes do evento,
discorrendo sobre a resposta Imunoldgica a Atividade Fisica, o qual consolidou
nosso interesse em investigar as respostas imunolégicas e inflamatérias ao exercicio
fisico. Em julho de 2011, as conversas com o Professor Dr. James Navalta
avancaram e surgiu a possibilidade de realizar o projeto de pesquisa nos Estados
Unidos da América. E assim, no dia 24 de agosto de 2011, embarcamos (Jonato,
Ramires e eu) com destino ao Department of Kinesiology, Recreation, and Sport da
Western Kentucky University (WKU), onde permanecemos durante quatro meses de
muito trabalho e de aprendizado pessoal e técnico-cientifico.

Durante o periodo na WKU estudamos, elaboramos e executamos um
projeto de pesquisa amplo, que permitisse a coleta de dados para elaboragao de
artigos cientificos referente ao Po6s-Doutorado do prof. Dr. Jonato Prestes, o
mestrado do prof. Ramires e o meu doutorado. Neste projeto, investigamos os
efeitos agudos do exercicio resistido na resposta inflamatdria e marcadores celulares
da apoptose, migracdo e ativacdo de linfocitos T. Deste projeto, originou-se o
primeiro resumo apresentado no APS Intersociety Meeting: Integrative Biology of
Exercise pelo Prof. Dr. Sérgio E. A. Perez e 0 manuscrito dessa tese que apresento
no formato de artigo aceito para publicacéo dia 2 de novembro de 2012 no Cellular

Immunology:.

1. PEREIRA, G. B. et al. Acute resistance training affects cell surface markers
for apoptosis and migration in CD4+ and CD8+ lymphocytes. Cellular Immunology,
2013. No prelo. (Apéndice A)

Convivendo, aprendendo com a cultura americana e o0s ensinamentos
cientificos do Prof. Dr. James Navalta, elaboramos e submetemos a periddicos

indexados em conjunto com outros parceiros cientificos os seguintes artigos:

NAVALTA, J. et al. Effectiveness of Blended Instruction utilizing On-Line Lectures
and Split Classes in delivering in an Applied Exercise Physiology Course. Medical

Physiology Online, v. 1, p. 1-7, 2012.
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NAVARRO, F. et al. Moderate Exercise Increases the Metabolism and Immune
Function of Lymphocytes in Rats. European Journal of Applied Physiology (Print),
2013.

TIBANA, R. A. et al. Acute Effects of Resistance Exercise On 24-Hour Blood
Pressure In Middle-Aged Overweight And Obese Women. International Journal of
Sports Medicine, 2012.

Acredito (acreditamos) que as parcerias ciientificas, entre laboratérios
nacionais e/ou internacionais, possa ser um dos caminhos mais importantes para
aumentar a producdo, a qualidade cientifica e os lagos pessoais entre os
pesquisadores, permitindo assim contribuir para o desenvolvimento técnico-cientifico
do Brasil. Com este pensamento e muitas parcerias em nosso histérico, projetos de
pesquisa mais amplos e metodologicamente adequados puderam ser elaborados e
desenvolvidos. Além da parceria com o Prof. Dr. James Navalta e a WKU, devo
destacar a parceria com os professores Dr. Jonato Preses, Prof. Ramires Tibana e
Prof. Dr. Otavio Noébrega da Universidade Catdlica de Brasilia. Nesta parceria
investigamos os efeitos agudos do exercicio resistido sobre as citocinas pré- e anti-
inflamatdérias em mulheres com Sindrome Metabdlica, a qual permitiu a elaboracao
do segundo resumo apresentado no 17th Annual Congress of the European College
of Sport Science pelo Prof. Dr. Sérgio E. A. Perez e manuscrito dessa tese que
apresento na forma de artigo cientifico, publicado online dia 17 de outubro de 2012

no periddico Clinical Physiology and Functional Imaging:

2. PEREIRA, G. B. et al. Acute Effects of Resistance Training on Cytokines and
Osteoprotegerin in Women with Metabolic Syndrome. Clinical Physiology and
Functional Imaging (Print), 2012. No prelo. (Apéndice B).

Como podemos observar, na estacdo Sao Carlos, encontrei mais do que
professores e companheiros de especializacdo, mestrado e doutorado e parcerias,
encontrei verdadeiros amigos. Encontrei uma segunda familia!

Aqui aprendi muito mais do que precisava gragas a todos que contribuiram

de maneira direta ou indireta para me tornar uma pessoa e um profissional melhor. O
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importante € que nao estou sozinho, pois eu sei que em Sao Carlos, no
Departamento de Ciéncias Fisiologicas, Laboratério de Fisiologia do Exercicio, eu
tenho uma familia!

Chegou a hora de partir, o Trem estd novamente em sua ultima chamada! O
periodo na estagdao Sao Carlos esta gravado no meu coragdao e DNA por toda a
minha viagem. Ainda nao sei qual é a proxima e a quais estacdes ele me levara. O
importante € que vou sentir saudades e guardar boas recordagdes da Estagdo Sao
Carlos no Trem da vida. Permito-me prestar uma singela homenagem e um sincero

obrigado a todos vocés:

“Mande noticias do mundo de la
Diz quem fica
Me dé um abrago, venha me apertar
T6 chegando

Coisa que gosto é poder partir
Sem ter planos
Melhor ainda é poder voltar

Quando quero

Todos os dias é um vai-e-vem
A vida se repete na estacao
Tem gente que chega pra ficar

Tem gente que vai pra nunca mais

Tem gente que vem e quer voltar
Tem gente que vai e quer ficar
Tem gente que veio so6 olhar
Tem gente a sorrir e a chorar

E assim, chegar e partir

Sao so dois lados

Da mesma viagem
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O trem que chega
E o mesmo trem da partida

A hora do encontro
E também de despedida
A plataforma dessa estagdo
E a vida desse meu lugar
E a vida desse meu lugar

E a vida”

Milton Nascimento, encontros e despedidas.



MANUSCRITO |
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RESUMO

O objetivo dos pesquisadores do presente estudo foi examinar os efeitos agudos do
Exercicio Resistido (ER) sobre a apoptose (Anexina V+) e a migragado (CX3;CR1) de
linfécitos T CD4+ e CD8+. 12 sujeitos adultos realizaram duas sessdes de ER (3
séries em 9 exercicios) com 1 minuto (Hiper-1) e 3 minutos (Hiper-3) de intervalo
entre as séries e exercicios. Nao foi observada alteragao significativa na contagem
celular de linfécitos CD4+ e CD8+ apds os protocolos Hiper-1 e Hiper-3 (p > 0,05).
Foi observado aumento no percentual de linfécitos T CD4+ positivos para anexina
V+ e CX3CR1 imediatamente apdés e 24 horas apds Hiper-1 (p < 0,05). A
porcentagem de linfocitos T CD4+ positivos para anexina V+ aumentou 2 e 24 horas
apos Hiper-3 e diminuiu para CX3CR1 nos mesmos momentos (p < 0,05). Houve
aumento nos linfécitos T CD8+ positivos para anexina V+ e CX3CR1+ imediatamente
e 24 horas apo6s os protocolos Hiper-1 e Hiper-3 (p < 0,05), enquanto que nao foram
observadas diferengas significativas entre Hiper-1 e Hiper-3 (p > 0,05). O ER
aumenta marcadores celulares de apoptose e migragdo em linfocitos T CD4+ e
CD8+ mesmo 24 horas ap6s uma sessao aguda de exercicio, com minimo efeito da

duracgao do intervalo de descanso entre as séries e exercicios.

Palavras-chave: sistema imune; morte celular programada; leucdcitos; migragao

celular; linfécitos B; linfocitos T.
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ABSTRACT

The purpose of the present study was to examine the acute effects of resistance
training (RT) on CD4+ and CD8+ T lymphocytes apoptosis (annexin V+) and
migration (CX3CR1). Twelve subjects performed two RT sessions (3 sets of 9
exercises) with 1 min (Hyper-1) and 3 min (Hyper-3) of rest-interval length between
sets and exercises. CD4+ and CD8+ cells count displayed no change following
Hyper-1 and Hyper-3 (p > 0.05). There was an increase in the percentage of CD4+
positive for annexin V+ and CX3CR1+ immediately after and 24 h post Hyper-1 (p <
0.05). Percentage of CD4+ positive for annexin V+ increased 2 and 24 h post Hyper-
3, and decreased after CX3CR1+ for the same time-points (p < 0.05). There was an
increase in CD8+ positive for annexin V+ and CX3CR1+ immediately after, 2 and 24
h post Hyper-1 and Hyper-3 (p < 0.05), while no differences were found between
Hyper-1 and Hyper-3 (p > 0.05). Acute RT increase the apoptosis and migration of
CD4+ and CD8+ lymphocytes even 24 h after exercise, with minimal effects of rest-

interval length.

Keywords: immune system; programed death cell; leukocytes; cell migration;

lymphocytes T.
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INTRODUGCAO

A resposta de diferentes células imunes ao exercicio fisico depende do tipo,
intensidade e duragdo do exercicio (Pedersen e Toft, 2000). Geralmente, os
protocolos agudos proporcionam alteragdes bifasicas na contagem total de linfécitos
no sangue. Nos primeiros minutos de exercicio ha uma rapida mobilizacdo dos
linfécitos para o sangue, resultando em uma elevada contagem sanguinea
(linfocitose) (Pedersen e Toft, 2000). Especialmente os linfocitos com elevada
capacidade citotoxica (por exemplo, células matadoras naturais — células NK e
linfécitos CD8+) sdo altamente responsivos ao exercicio fisico quando comparado a
outros sub-tipos de linfécitos (por exemplo, linfécitos CD4+ e B) que possuem
limitada capacidade citotéxica e sdo mobilizados em pequeno numero para o
sangue. Durante os primeiros minutos pos-exercicio, usualmente entre 30 minutos a
3 horas, a contagem sanguinea de linfécitos pode reduzir abaixo dos valores basais
(linfocitopenia) com o retorno aos valores basais entre 6 e 24 horas apds o exercicio
(Pedersen e Toft, 2000; Simpson, 2011). Acredita-se que parte desta redugao
linfocitaria possa ser atribuida a eliminacdo por meio da morte celular programada
(apoptose), movimentacdo das células da circulagdo para tecidos linfoides
periféricos (migragao) e/ou a combinacao dos dois fatores (Navalta, Sedlock e Park,
2007; Navalta, Sedlock, Park et al., 2007; Kruger, Agnischock et al., 2011; Friedman,
Navalta et al., 2012).

Durante a recuperacdo de uma sessao de exercicio fisico, os linfocitos
sanguineos sao expostos a uma grande quantidade de sinais pro-apoptoticos que
incluem o aumento das concentracdbes sanguineas de glicocorticoides,
catecolaminas, citocinas inflamatérias e espécies reativas de oxigénio, os quais
podem em conjunto promover alteragdes intracelulares nos linfocitos tornando-os
mais susceptiveis a apoptose e migracao (Pedersen e Toft, 2000; Simpson, 2011).
Neste sentido, a Anexina V € membro da familia de proteinas intracelulare anexina
que possuem afinidade a fosfatidilserina calcio-dependente. A fosfatidilserina é
normalmente encontrada na regido interna da membrana plasmatica de células
saudaveis, mas com o inicio da apoptose, a simetria da membrana plasmatica é

alterada e a fosfatidilserina se transloca para a regido externa (Sekine, Moriyama et
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al., 2009; Grujic, Bartholdy et al., 2010). Portanto, a Anexina V pode ser utilizada
especificamente para identificar células em apoptose. Adicionalmente, os linfocitos
naturalmente migram da circulagdo para as regides linféides e vice versa com o
intuto de manter o balango imune. A CX3CR1 (conhecida como
fractalcina/neurotactina) € uma proteina ligada a proteina G que pode ser utilizada
como marcador do processo de migragao celular, sendo expressa nas células NK,
nos sub-tipos de linfocitos T, mondcitos/macrofagos e nas células dendriticas (Imai,
Hieshima et al., 1997; Auffray, Fogg et al., 2009). A interacdo da CX;CR1 e seu
ligante intermediam o processo de adesdao e migracdo destas células (Imai,
Hieshima et al., 1997; Auffray, Fogg et al., 2009). No entanto, se o exercicio resistido
(ER) pode atuar como um estimulo fisiolégico suficiente para induzir a apoptose e
migragao nos linfécitos T CD4+ e CD8+.

Os estudos prévios focaram em elucidar a resposta imune especialmente a
exercicios aerdbios e anaerobios, utilizando principalmente a bicicleta ergométrica, a
esteira e corrida, com um numero menor de investiga¢des cientificas conduzidas
sobre os efeitos do ER (Gabriel, Urhausen et al., 1991; Mayhew, Thyfault et al.,
2005; Navalta, Sedlock et al., 2005; Navalta, Sedlock e Park, 2007). Os resultados
das alteragdes leucocitarias apdés o ER sao inconsistentes principalmente devido a
grande variabilidade de protocolos utilizados (Nieman, Henson et al., 1995; Dohi,
Mastro et al., 2001; Koch, Potteiger et al., 2001). O American College of Sports
Medicine (ACSM) (2009) ressalta os beneficios do ER na melhora da saude, da
aptidao fisica e da expectativa de vida de praticantes regulares (American College of
Sports, 2009). Os principais beneficios associados ao ER estdo o aumento de forga,
de poténcia, de endurance muscular e de massa livre de gordura, as quais s&o
desenvolvidas com a manipulacdo das variaveis do ER, como a ordem dos
exercicios, o numero de séries, a intensidade e o intervalo de recuperagao
(American College of Sports, 2009). Por exemplo, Mayhew et al. (2005)
demonstraram que com curtos intervalos (1 minuto) entre as séries induziu
alteragcdes de maior magnitude na contagem das células imunes comparado a
intervalos mais longos (3 minutos) (Mayhew, Thyfault et al., 2005). No entanto, os
autores prescreveram a sessao com 10 séries de 10 repeticdes a 65% de uma
repeticdo maxima (1 RM) no leg press, o qual ndo é condizente com as
recomendagdes do ACSM (2009) (American College of Sports, 2009). Além disso, a

maioria dos estudos os quais investigaram os efeitos do ER sobre a fungcado imune,
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analisaram as variagdes da contagem total das células imunes e somente um estudo
que mostrou alteragcbes da contagem celular e aumento da apoptose apoés uma
sessado de ER de alta intensidade (Kruger, Agnischock et al., 2011).

Kruger et al. (2011) demonstraram que apesar da grande area de aplicagéo e
das diferentes populagdes que praticam o ER, pouco se conhece sobre os efeitos
positivos ou negativos do ER sobre a fungcdo imune. Os estudos que focaram os
efeitos do ER foram geralmente elaborados para induzir dano muscular ou foram
realizados com metodologias de treino ndo usuais, as quais nao refletem as
recomendagdes adequadas de prescricao (Yarrow, Borsa et al., 2007). Dessa forma,
o entendimento e a caracterizagdo da resposta imune com o ER prescrito para
individuos destreinados pode adicionar novas informagdes relevantes sobre a dose-
resposta focando em outras variaveis fisioldgicas, ao invés de analisar apenas
parametros neuromusculares, cardiorrespiratérios e/ou metabdlicos.

Dessa forma, o objetivo dos pesquisadores do presente estudo foi investigar
os efeitos agudos de uma sessdo de ER prescrito segundo as recomendagdes do
ACSM (2009) sobre a apoptose e migragao de linfocitos T CD4+ e CD8+. Um
objetivo secundario foi investigar a resposta destas células imunes a diferentes
intervalos de recuperacao (1 minuto e 3 minutos) entre as séries e exercicios. Desse
modo, hipotetizamos que os linfocitos T CD8+ exibiriam resposta mais exarcebada
da apoptose e da migragao, especialmente no periodo inicial da recuperagao pos-

exercicio (até 2 horas), com maior magnitude de respostas ao intervalo de 1 minuto.
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MATERIAIS E METODOS

Sujeitos

Participaram voluntariamente do estudo 12 sujeitos jovens saudaveis
destreinados do sexo masculino (n = 3) e feminino (n = 9). Como previamente
demonstrado, o género ou as fases do ciclo menstrual ndo influenciam a apoptose
de linfocitos induzida pelo exercicio fisico (Navalta, Sedlock, Park et al., 2007). Os
detalhes do tamanho do efeito para as variaveis estdo disponiveis na seg¢ao de
analise estatistica.

Os sujeitos foram classificados como destreinados ao ER segundo as
recomendagdes do ACSM (2009), ou seja, eles ndo possuiam experiéncia prévia
com ER. Ademais, as mulheres n&o estavam sob a utilizacdo de qualquer
contraceptivo nos ultimos 6 meses. Os sujeitos informaram que nao utilizavam
medicamentos, suplementos dietéticos, esterdides anabdlicos, alcool e tabaco, e
estavam livres de doencas cardiovasculares, musculares e imunes. O comité de
ética da Western Kentucky University aprovou todos os procedimentos realizados no
estudo e os sujeitos assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido
(HS12-053). O estudo foi conduzido de acordo com a Declaragdo de Helsinki. As
caracteristicas antropométricas, da composi¢cdo corporal e hemodinamicas dos

sujeitos estdo disponiveis na tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas antropométricas, da composi¢cao corporal e hemodinamica

dos sujeitos (n = 12).

Variaveis antropométricas média * desvio padrao
Idade (anos) 20,7 £ 0,8
Massa corporal (kg) 73,9+19.3
Estatura (m) 1,70 £ 0,07

Variaveis da composicao corporal
indice de massa corporal (kg/m?) 252+53
Gordura corporal (%) 15,8 £6,0
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Massa livre de gordura (kg) 58,5+ 8,9
Massa gorda (kg) 11,456
Espessura das sete dobras cutaneas (mm) 135,0 + 57,8

Variaveis hemodinamicas

Presséao arterial sistélica (mmHgQ) 110,0+ 7,6
Pressao arterial diastélica (mmHg) 64,0 +6,3
Frequéncia cardiaca (bpm) 70,7 £ 8,7

Desenho experimental do estudo

Os sujeitos realizaram oito sessdes de testes e foram orientados a evitar
atividade fisica intensa durante o estudo. Brevemente, a primeira visita consistiu da
avaliagdo antropométrica, composicdo corporal, hemodindmica e sessao de
familiarizagao aos exercicios. Os sujeitos retornaram apos 72 horas para a segunda
sessao de familiarizagdo. Da terceira até a sexta sessao foram realizados os testes
de 10-repeticoes maxima (10 RM). Os exercicios testados foram: voador (pec deck),
leg press, puxador pull-down, cadeira extensora, remada em pé com barra, cadeira
flexora, flexdo plantar sentado e flexdo de cotovelo. No sétimo e oitavo dias, as
sessbes de ER foram randomicamente realizadas com dois intervalos de
recuperacao diferentes (1 minuto, Hiper-1 e 3 minutos, Hiper-3) separados por cinco
dias. Antes de cada sessao, os sujeitos permaneceram sentados durante 10 minutos
e coleta da amostra sanguinea (Pré). As amostras sanguineas foram obtidas em trés
pontos adicionais: imediatamente pds-exercicio (Pds), 2 horas (2h Pdos) e 24 horas
(24h Pos) apos a sessao. Os sub-tipos de linfécitos investigados sao descritos

abaixo.

Avaliagao antropomeétrica, composig¢ao corporal e hemodinamica

A estatura foi determinada utilizando o estadibmetro fixado na parede. A

massa corporal foi medida utilizando a escala digital calibrada, as dobras cuténeas
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foram mensuradas com compasso Lange (Beta Technology Inc., Cambridge, MA) e
o percentual de gordura estimado com a equacédo de sete dobras cuténeas. A
pressao arterial sistélica e diastélica foram medidas com o estetoscépio e

esfigmomanémetro devidamente calibrados.

Familiarizagao e teste de 10 repeticoes maximas

Durante a familiarizacdo, os sujeitos receberam instru¢cdes padronizadas
sobre a técnica de execucéo e realizaram um exercicio (3 séries de 10-12 repeti¢cdes
submaximas) para cada grupo muscular. Apés a familiarizagdo, os testes de 10 RM
foram realizados em todos os exercicios utilizando uma ordem contrabalanceada em
quarto diferentes dias separados por no minimo 72 horas. A carga mais alta
determinada no teste foi considerada a 10 RM. Nenhum exercicio foi permitido entre
as 72 horas entre os testes para evitar interferéncia na reprodutibilidade teste-
reteste. Para minimizar os possiveis erros durante os testes, as seguintes
estratégias foram adotadas: a) instrugdes padronizadas a respeito de todos os testes
e procedimentos; b) a massa de todas as anilhas e barras foram determinadas
previamente com escala de precisdo. A carga para 10 RM foi determinada em cinco
tentativas maximas separadas por um intervalo de 5 minutos entre as séries e 10
minutos entre os exercicios. Em cada teste e reteste, os exercicios foram testados
em ordem contrabalanceada e alternados por segmento corporal. Todos os testes e
retestes foram realizados no mesmo horario do dia. O coeficiente de correlagcao
intra-classe (modelo 1.1 de andlise de variancia simples) demonstrou 6tima

reprodutibilidade dos exercicios testados (R = 0,98).

Sessoes de exercicio resistido

Aproximadamente cinco dias apdés a familiarizacdo e testes, uma nova
amostra sanguinea no mesmo momento do dia foi coletada (dados néo

apresentados). Este procedimento assegurou que a familiarizagao e testes de 10 RM
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nao modificaram os parametros imunes avaliados. Apds o aquecimento (série de 10
repeticdes no pec deck a 40% de 10 RM), todos os sujeitos completaram a primeira
sessdo de exercicios com nove exercicios na seguinte ordem: pec deck, leg press,
puxador pull-down, cadeira extensora, remada em pé com barra, cadeira flexora,
flexdo plantar sentada e flexao de cotovelo (Cybex International, Medway, MA, USA).
Em todos os exercicios, trés séries de 10 RM foram realizadas. Foi utilizado o
intervalo de 1 minuto ou 3 minutos entre as séries e exercicios. A duracao total da
sessao Hiper-1 e Hiper-3 foram de aproximadamente 50 e 80 minutos,
respectivamente.

Sete dias apdés a primeira sessdo, 0s sujeitos completaram a segunda
sessao com as mesmas recomendacgodes, com excecao do intervalo entre as séries e
exercicios (1 minuto ou 3 minutos). Nas duas sessbes os participantes foram
instruidos a realizar cada repeticdo na velocidade moderada (3 segundos para o
movimento completo). A ordem dos exercicios foi consistente durante todo o estudo.
As sessdes (Hiper-1 e Hiper-3) e os testes foram supervisionados por um
profissional experiente e prescritos de acordo com as recomendacdes do ACSM

(2009) para destreinados em ER.

Analise sanguinea

Todos os anti-corpos e tampdes da citometria foram obtidos da e-Bioscience
(San Diego, CA, USA). Os sub-tipos de linfocitos T investigados foram: CD4+,
CD4+/CD69+, CD8+ e CD8+/CD69+ com marcadores/anti-corpos de superficie
celular para Anexina V+ e CX3CR1 (BioLegend, San Diego, CA, USA). O protocolo
para analise dos sub-tipos de linfécitos sanguineos foi descrito anteriormente
(Navalta, Mcfarlin et al., 2011). Brevemente, uma amostra sanguinea (20 uL) foi
adicionada a uma solug¢ao de anti-corpo (250 uL) e incubada em sala escura durante
30 minutos. Apds o periodo de incubacao, as amostras foram centrifugadas por 5 a
10 minutos, decantadas, sendo adicionado o tampé&o de lise para células vermelhas
e realizada a agitacdo no vortex. Apdés 10 minutos de lise, o tamp&o com fosfato
salino foi adicionado as amostras e estas, entdo, foram centrifugadas e decantadas.

Previamente a analise pela citometria de fluxo (C6, Accuri, Ann Arbor, Mich., USA)
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as amostras foram agitadas no vértex. No minimo 10.000 eventos foram contados no
canal do linfécito, inicialmente determinados pelas caracteristicas frontal e lateral da
imagem. Adicionalmente o canal para distinguir as populagbes de CD4+ e CD8+
foram determinados no canal FL-2 via fluorocromo PE. Os marcadores para
apoptose (Anexina V) e migragao (CX3CR1) foram detectados em cada sub-fragéo

por meio do fluorocromo FITC no canal FL-1.

ANALISE ESTATISTICA

Os testes de normalidade Shapiro-Wilk e de homocedasticidade (Mauchly)
foram utilizados para testar a normalidade dos dados. Para o controle da
esfericidade, a correcdo de Greenhouse-Geisser foi aplicada. As alteracbes
absolutas nos valores do momento Pré (A basal) foram calculadas segundo a
férmula: [(medida-basal)-basal’’]-100. Como esperava-se que as mudancas
absolutas do momento Pré em relagdo aos marcadores de apoptose e migragéo
sejam similares as da contagem celular, foi aplicado o teste Qui-quadrado (x?). O
nivel de alfa foi ajustado em p < 0,05. As diferengas entre os momentos (Pré, Pés,
2h Pés e 24h Pos) foram determinadas com o teste de analise de variancia (ANOVA)
e post hoc de Tukey HSD quando necessario. O poder da analise foi calculado a
partir dos dados de Mars et al. (1998), nos quais o aumento em 45% na apoptose
celular foi observado apds a sessao de exercicio (tamanho de efeito = 0,8, a = 0,05,
B = 0,80) (Mars, Govender et al., 1998). Portanto, para detectar aumentos na
apoptose e na migragdo, no minimo 8 sujeitos foram necessarios. Toda analise
estatistica foi realizada no software SPSS 17.0 (SPSS, Chicago, IL).

RESULTADOS

Enquanto a contagem total de linfécitos T CD4+ tendeu a aumentar no

momento Pés ER, nenhuma diferenga significativa foi observada nos protocolos
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Hiper-1 e Hiper-3 (p = 0,35; figura 1A). No entanto, foi observado aumento
significativo na porcentagem de linfocitos T CD4+ positivo para Anexina V+ e
CX3CR1+ nos momentos Pos e 24 horas apds o protocolo Hiper-1 (p < 0,05), sem
diferengas significativas no momento 2 horas apds o protocolo Hiper-1 (p > 0,05;
figura 2A).
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Figura 1. Contagem celular de linfécitos T CD4+ (A), CD8+ (B) e porcentagem de células
CD4+/CD69+/Anexina V+ (C) expressos em média + SEM, antes (Pré) imediatamente apés (Pds), 2
horas (2h Pés) e 24 horas apds (24h P6s) com 1 minuto (Hiper-1) ou 3 minutos (Hiper-3) de intervalo
(p=0,35,p=0,75 e p < 0,05, respectivamente). O nivel de significAncia foi determinado pelo teste de
medidas repetidas ANOVA. *diferenca estatisticamente significativa entre os momentos (p < 0,05),
tdiferente dos momentos Pdés e 2h Pés (p < 0,05).

CD4+/CD69+/Anexina V+ (%)
S

2h Pés 24h P6s

A porcentagem de linfécitos T CD4+ positivo para Anexina V+ aumentou
significativamente 2 horas e 24 horas apds o protocolo Hiper-3 (p < 0,05; figura 2B).
Foi observada diminui¢ao significativa nos linfocitos T CD4+ positivo para CX;CR1+
2 horas e 24 horas ap6s o protocolo Hiper-3 (p < 0,05; figura 2B). Nao foram
observadas diferencgas significativas nos linfécitos T CD4+ marcados com Anexina
V+ e CX3CR1+ no momento P6s no protocolo Hiper-3 (p > 0,05; figura 2B). O
percentual de linfécitos T CD4+/CD69+ marcados com Anexina V+ foi
significativamente alterado apdés o exercicio. No protocolo Hiper-1 (1 minuto de
intervalo), foi observado aumento significativo na contagem celular total 2 horas apés

(p = 0,05, figura 1C). No protocolo Hiper-3 (3 minutos de intervalo) observamos
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aumento significativo dos linfocitos T CD4+/CD69+ marcados com Anexina V+ 24

horas apds na contagem celular (p = 0,05, figura 1C).
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Figura 2. Os dados séo expressos em média + SEM para a contagem celular, apoptose (Anexina V+)
e migracao celular (CX3CR1+) nos linfécitos T CD4+ e CD8+ nos momentos imediatamente apds
(P6s), 2 horas apds (2h) e 24 horas apds (24h) as sessbes com 1 minuto (Hiper-1) ou 3 minutos
(Hiper-3) de recuperacgéo entre as séries e exercicios. O nivel de significAncia foi determinado pelo
teste Qui-quadrado (x2) ao comparar as alteragdes observadas na Anexina V+ e na CX;CR1 com as
alteracGes esperadas na contagem celular. *diferenga significativa, p < 0,01; **diferenga significativa,
p < 0,001.

Similar aos linfécitos T CD4+, a contagem celular total dos linfécitos T CD8+
nao sofreu alteracdo apds os protocolos Hiper-1 e Hiper-3 (p = 0,75; figura 1B). Foi
observado aumento significativo na porcentagem de linfécitos T CD8+ positivo para
Anexina V+ e CX3CR1+ nos momentos Pés, 2 horas e 24 horas apos os protocolos
Hiper-1 e Hiper-3 (p < 0,05; figura 2C e D). Ao comparar os protocolos Hiper-1 e
Hiper-3 nos momentos e marcadores, ndo observamos diferengas significativas na
porcentagem de linfocitos T CD4+ e CD8+ (p > 0,05). Nao observamos diferencas
significativas nos linfocitos T CD8+/CD69+ marcados com Anexina V+ (p > 0,05;

dados né&o apresentados).
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DISCUSSAO

Este estudo € o primeiro a investigar marcadores de apoptose e migragao
em sub-tipos de linfocitos T apdés uma sessdo de ER prescrita segundo as
recomendagdes do ACSM (2009) para sujeitos destreinados. A hipdtese foi
parcialmente confirmada, sendo os principais resultados: a) a recomendagao de
prescricdo do ER segundo o ACSM (2009) pode modular a migragcao e apoptose de
linfécitos CD4+ e CD8+; b) a apoptose e migragédo dos linfécitos T CD4+ e CD8+
permanecem aumentadas 24 horas apos a sessao; c) a contagem celular total dos
linfocitos T CD4+ e CD8+ nao sofrem modificacbes imediatamente apds, 2 horas e
24 horas apos a sessao; d) os linfécitos T CD8+ demonstram maior responsividade a
apoptose e migragao do que os linfécitos T CD4+ apds o exercicio; e) o intervalo de
recuperacao exerce minimos efeitos sobre a apoptose e migragéo dos sub-tipos de
linfécitos investigados.

O exercicio fisico induz alteragdes fisioldgicas nas células do sistema imune,
incluindo os linfocitos e suas sub-populacdes (Pedersen e Hoffman-Goetz, 2000;
Pedersen e Toft, 2000; Navalta, Sedlock e Park, 2007; Friedman, Navalta et al.,
2012). Estudos prévios observaram que apos o exercicio fisico intenso a resposta
imune €& caracterizada pela diminuicdo da contagem total dos linfécitos
(linfocitopenia), supress&o da fung&o das ceélulas associadas com a imunidade inata
e supressao da proliferagao linfocitaria (Nieman, Henson et al., 1995; Pedersen e
Toft, 2000). A linfocitopenia observada apds o exercicio intenso pode ser
relacionada e justificada pela eliminagdo por morte celular programada (apoptose),
pelo movimento das células da circulagdo para outras regides e tecidos (migracéo),
ou a combinacdo dos dois fatores. Foi demonstrado que a apoptose ocorre em
diversos tipos de células imunes apds o exercicio de endurance de diferentes
duragdes e intensidades, como maratonas, corridas na esteira e cicloergbmetro e
bem como apos ER intenso (Lagadic-Gossmann, Huc et al., 2004; Tuan, Hsu et al.,
2008; Kruger, Agnischock et al.,, 2011). Os mediadores da apoptose de linfocitos
estimulados pelo exercicio que podem tém sido tema de intensas discussodes. Por
exemplo, o aumento na lactatemia e nas proteinas de fase aguda, a redug¢ao do pH

sanguineo, a elevacdo nas concentracbes de TNF-a, IL-6, proteina C-reativa e
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cortisol durante o exercicio sao fatores que podem estimular a apoptose de diferente
tipos de células (Huang, Tang et al., 2002; Fujii, Li et al., 2006; Hayes, Bickerstaff et
al.,, 2010), incluindo os linfocitos (Mooren, Lechtermann et al., 2004; Navalta,
Sedlock e Park, 2007; Samuvel, Sundararaj et al., 2009). Estes mediadores podem
parcialmente explicar o aumento inicial da apoptose nos linfécitos T CD4+ e CD8+
imediatamente apds e 2 horas apds ao exercicio. Surpreendentemente, o0s
resultados do presente estudo revelam que a apoptose de linfocitos T CD4+ e CD8+
permanece elevada até 24 horas apds a sessao de ER em individuos destreinados,
indicando que outros fatores e mecanismos podem estar envolvidos com a
regulacdo da apoptose neste periodo pos-exercicio. Tuan et al. (2008) observaram
aumento do ligantes do receptor pro-apoptotico (TNF-a e sFaslL) 72 horas apos trés
dias consecutivos de corrida na esteira extenuante em individuos treinados,
mostrando que a sensibilidade a apoptose pode permanecer elevada mesmo apos
trés dias de exercicio (Tuan, Hsu et al.,, 2008). Ademais, o exercicio intenso (40
minutos de cicloergbmetro a 80% do VOzmax) pode comprometer a resisténcia
celular a apoptose induzida pelo estresse oxidativo e aumentar a atividade de
proteinas intracelulares pro-apoptoéticas como caspase-8, caspase-9 e caspase-3 de
linfécitos por varias horas apés a sessao (Wang e Huang, 2005).

Na literatura cientifica ha poucos estudos que investigaram as respostas a
apoptose apdés o ER. Boroujerdi e Rahimi (2011) observaram que 4 séries de 5
exercicios (supino reto, leg press, puxador costas, flexdo de cotovelo e
desenvolvimento de ombros) a 65 — 80% de 1 RM nao alteram significativamente as
concentracdes séricas da caspase-3 e caspase-9 em individuos treinados. No
entanto, os parametros imunes especificos ao nosso estudo nao foram investigados,
e foi utilizado um periodo de intervalo de 2 minutos entre as séries com a velocidade
de execucdo de 1 segundo para concéntrica e 3 segundos para excéntrica
(Boroujerdi e Rahimi, 2011). Em contrapartida, Kruger et al. (2011) compararam os
efeitos de duas intensidades diferentes (60% versus 75% de 1 RM) sobre a
apoptose de linfécitos totais (Kruger, Agnischock et al, 2011). Os resultados
revelaram aumento da apoptose marcada pela Anexina V+ 3 horas ap0s a sessao a
75% de 1 RM mas n&o a 60% de 1 RM, com retorno aos valores basais em menos
de 24 horas. Adicionalmente, o aumento na apoptose foi significativamente
correlacionada com a elevagao dos niveis de cortisol 3 horas apds a sessao. Estes

resultados sao diferentes do presente estudo, no qual observamos aumento da
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porcentagem de apoptose em linfocitos T CD4+ e CD8+ por mais de 24 horas apoés
a sessao. Esta diferenca pode ser atribuida a utilizacdo da Anexina V+ na contagem
dos linfécitos totais e ndo especificamente em seus sub-tipos, ao protocolo de
exercicio utilizado e a populagéo investigada.

As células imunes podem migrar para diferentes compartimentos corporais,
como, por exemplo, para a circulagao e linfonodos, com o objetivo de regular a
homeostase do sistema nos diferentes compartimentos. A linfocitopenia pos-
exercicio ja esta bem documentada e pode ser relacionada ao egresso dos linfocitos
do compartimento vascular para os outros tecidos (Kruger, Frost et al., 2009).
Nossos dados demonstram aumento do marcador celular de migracao em linfécitos
T CD4+ e CD8+ 24 horas apos a sessao. Simpson et al. (2007) observaram que
apdés uma corrida em declive de elevada intensidade, os sub-tipos de linfécitos
podem migrar para outros compartimentos corporais, sendo a migracado um fator
contribuinte e responsavel pela linfocitopenia (Simpson, Florida-James et al., 2007).
Além disso, Friedman et al. (2012) investigaram os efeitos de sessdes intermitentes
intensas sobre a migragao de linfocitos (Friedman, Navalta et al., 2012). Os autores
observaram reducdo nos linfécitos T CD8+ e CD8+/CD45RA acompanhada pelo
aumento do marcador de migracdo sem alteragdo no marcador de apoptose
(Friedman, Navalta et al., 2012). Estes resultados sdo consistentes com as
investigacbes prévias e com o presente estudo, reforcando a ideia da participagao
da migragao linfocitaria por meio da ativagdo de marcadores de adesao celular em
sujeitos que realizam uma sessao de exercicio (Hong, Johnson et al., 2005;
Simpson, Florida-dJames et al., 2006; Simpson, Florida-dJames et al., 2007). Por fim,
estes eventos, a apoptose e a migracéo linfocitaria, podem estar associados e/ou
obedecerem a um resposta fisioldgica temporal ao exercicio.

Os linfocitos T CD8+ apresentam maior responsividade a apoptose e a
migragdo apos uma sessdo de ER do que os linfocitos T CD4+. De fato, foi
demonstrado que o exercicio fisico pode afetar a redistribuicdo dos linfécitos T CD8+
em maior magnitude comparado aos linfécitos T CD4+, provavelmente devido aos
efeitos da adrenalina, uma vez que os linfocitos T CD8+ possuem uma maior
densidade de receptores 32-adrenérgicos (Pedersen e Hoffman-Goetz, 2000; Ibfelt,
Petersen et al., 2002). Adicionalmente, Friedman et al. (2012) recentemente
observaram que o exercicio fisico intenso induz a linfocitose de células CD8+ e

CD8RA+ acompanhada mais de migragao celular do que apoptose (Friedman,
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Navalta et al, 2012). E possivel que esta maior responsividade a migracéo
represente um mecanismo de protecao aos linfécitos T CD8+ com preferéncia para a
migrag&o para ao orgao linféide do que para a delegao por meio da apoptose, uma
vez que estas células possuem a habilidade iniciar uma resposta imune
subsequente a um antigeno. No entanto, os resultados do presente estudo revelam
que os marcadores de apoptose como os de migracdo permanecem elevados 24
horas apos a sesséo de exercicio. Uma plausivel explicacdo para estes resultados
pode ser o retorno destas células dos compartimentos linféides e nao-linféides
novamente para circulagao, e possivelmente o atraso na apoptose circulatéria e/ou
tecidual, considerando que a contagem celular total permanece estavel durante
todos os momentos analisados (Kruger, Frost et al., 2009). Igualmente, Kruger et al.
(2009) sugerem que a apoptose de linfécitos induzida pelo exercicio pode ser um
mecanismo regulatorio para remover células imunes excessivamente ativadas e
potencialmente auto-reativas (Kruger, Frost et al., 2009). O presente estudo fornece
suporte a este mecanismo com relagao ao linfécito T CD4+, pois observamos um
aumento significativo de linfocitos T auxiliares ativados com o marcador de apoptose
(CD4+/CD69+/Anexina V+) 2 horas e 24 horas apés a sessdo de exercicio.
Finalmente e ndo menos importante, a “immune space theory” indica que uma
sessao de exercicio fisico pode “criar um espago imune” por meio da remogao de
linfocitos T com excessivas divisdes celulares e potencialmente auto-reativos criando
um espaco livre para o aumento do repertério de linfécitos T jovens produzidos pela
medula éssea (Simpson, 2011).

Ademais, um limitado numero de evidéncias cientificas demonstrou até que
ponto alteragdes imunoldgicas induzidas pelo exercicio alteram a susceptibilidade a
doencas, como por exemplo a infeccdo pelo virus da Herpes Simplex e ao virus
Influenza (Walsh, Gleeson et al., 2011). O significado clinico destas alteracoes
imunoldgicas induzidas pelo exercicio sobre a imunidade inata e adquirida
permanecem desconhecidos. As sessbes de exercicio moderado (por exemplo, o
recomendado pelo ACSM) possuem pequeno impacto sobre a imunidade da mucosa
nasal, enquanto que sessdes prolongadas e de alta intensidade (por exemplo,
atletas de elite em prova de ultra-endurance) induzem redugdo da secregédo da
imunoglobulina A (SIgA) na saliva, a qual representa a defesa imune na mucosa,
sendo a primeira linha de defesa contra patégenos (Walsh, Gleeson et al., 2011).

Sabemos que concentragdes reduzidas de SIgA salivar estdo associadas ao risco



34

aumentado de infecgdes do trato aéreo superior durante treinamento de alta
intensidade. Futuros estudos devem ser elaborados com desafios imunoldgicos aos
participantes, com o estimulo ao antigeno (influenza ou keyhole limpet haemocyanin,
proteina imunoestimulante altamente potente) e avaliagdo da resposta imune,
incluindo marcadores da resposta celular especifica ao antigeno circulatério. Ainda
precisa ser determinado se esta combinagdo de variaveis e resposta ao exercicio
fisico sdo suficientes para alterar a capacidade defensiva do organismo, ou
aumentar susceptibilidade e severidade de doencas ainda permanece pouco
conhecida.

O presente estudo possui algumas limitagdes que devem ser abordadas. Foi
investigado um pequeno numero das células imunes expressando marcadores
particulares da superficie celular que sado associados a apoptose e migragao celular.
Nao foi investigado se estas células efetivamente migraram ou entraram em morte
celular no endotélio vascular ou nos tecidos. Além disso, vale mencionar a auséncia
da medida de citocinas (TNF-a, IL-1qa, IL-18 e IL-6), hormdnios (cortisol e adrenalina)
e avaliacdo do estresse oxidativo os quais podem contribuir para o melhor
entendimento fisiolégico e importancia dos resultados.

Em conclusdo, apesar das sessdes de ER do presente estudo terem sido
prescritas de acordo com as recomendag¢des do ACSM (2009) para destreinados, foi
observada apoptose e migracao de linfécitos T CD4+ e CD8+ imediatamente apds, 2
horas e 24 horas apds a sessdo, com minimos efeitos do intervalo de recuperacao
entre as séries e os exercicios. Estes resultados revelam um novo entendimento,
mostrando que o protocolo proposto possui dose-resposta suficiente para ativar os
linfécitos T e modificar marcadores celulares da apoptose, migragéo e ativagdo. Os
futuros estudos devem ser elaborados para investigar se este aumento na apoptose
€ na migracao sao acompanhados pela reposigao de linfocitos T jovens provenientes

da medula dssea.
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RESUMO

A inflamagao cronica tém sido identificada como um importante componente da
Sindrome Metabdlica (MetS). A inibicdo dos sinais mediadores da inflamag&o é uma
estratégia promissora contra a resisténcia a insulina, aterosclerose e outras
complicagbes associadas com a Sindrome Metabdlica. O exercicio fisico regular
diminui os componentes associados com a Sindrome Metabdlica, incluindo as
citocinas inflamatorias no entanto, a relagdo entre uma sessdo aguda de exercicio
resistido (ER), os niveis de citocinas e Sindrome Metabdlica permanecem incertos.
O objetivo do estudo foi avaliar os efeitos de uma sessdo aguda de ER sobre os
niveis de Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a), interleucinas (IL) IL-1a, IL-18, IL-
12, IL-6, IL-10 e osteoprotegerina (OPG) em mulheres com MetS. Vinte e quatro
mulheres adultas foram divididas em dois grupos: Sindrome Metabdlica (MetS) e
nao-Sindrome Metabdlica (ndo-MetS). Apds a familiarizagao e testes de 1 repetigao
maxima (1 RM), as participantes completaram 3 séries de 10 repeticbes com 1
minuto de intervalo entre as séries e repeticbes nos seguintes exercicios: leg press
45° cadeira extensora, cadeira flexora, supino vertical na maquina, puxador no
pulley e desenvolvimento de ombros com 60% de 1 RM seguido de 15 repeti¢cdes de
abdominais. TNF-a, IL-1a, IL-18, IL-12, IL-6, IL-10 e OPG plasmaticos foram
medidos antes, imediatamente apos e 60 minutos apds a sessdo de RT. O grupo
MetS demonstrou aumento nas concentragdes de IL-13 (p = 0,024), IL-6 (p = 0,049)
e tendéncia para os valores de TNF-a (p = 0,092) comparado com o grupo nao-
MetS. Nao houve interagdo grupo versus tempo apos a sessdao de ER sobre as
concentragdes de citocinas e OPG medidas. Em conclusdo, uma sessao aguda de
ER nao induz um aumento adicional das citocinas proé-inflamatérias e redugao das

anti-inflamatoérias e OPG em mulheres com Sindrome Metabdlica.

Palavras-chave: sindrome X; citocinas; osteoprotegerina; inflamagao crénica;

treinamento resistido.
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ABSTRACT

Chronic inflammation has been identified as an important component of Metabolic
Syndrome (MetS). Inhibition of the inflammatory mediator signals is a promising
strategy against insulin resistance, atherosclerosis, and other problems associated
with MetS. Regular exercise decreases the components associated with MetS,
including inflammatory cytokines. However, the relationship between an acute
resistance training (RT) session, cytokine levels, and MetS is unclear. Therefore the
aim was to evaluate the effects of a single bout of acute RT on tumor necrosis factor
alfa (TNF-a), interleukins (IL) IL-1a, IL-18, IL-12, IL-6, IL-10 and osteoprotegerin
(OPG) in women with MetS. Twenty-four women were divided into 2 groups:
Metabolic Syndrome (MetS) and non-Metabolic Syndrome (Non-MetS). After the
familiarization and testing for one repetition maximum (1 RM), participants completed
3 sets of 10 repetitions in the following exercises: leg press 45° leg extension, leg
curl, chest press, front lat pull-down and machine shoulder press with 60% of 1RM
followed by 15 repetitions of abdominal crunches. A rest interval of one minute was
allowed between sets and exercises. Plasma TNF-a, IL-1a, IL-18, IL-12, IL-6, IL-10
and OPG were measured before, immediately pdst, and 60 minutes after RT. MetS
group showed significantly higher concentrations of IL-1p (P=.024), IL-6 (P=.049) and
a trend for higher TNF-a values (P=.092) compared with Non-MetS. There was no
group versus time interactions after the RT session on the measured cytokines and
OPG. In conclusion, acute RT session induced no additional increase of pro- nor a

decrease of anti-inflammatory cytokines and OPG in women with MetS.

Keywords: metabolic syndrome; cytokines; osteoprotegerin; chronic inflammation;

resistance training.
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INTRODUGCAO

Em todo o mundo tem sido reportado aumento o dramatico da prevaléncia da
obesidade (Catenacci, Hill et al., 2009). Aléem disso, a obesidade & associada ao
desenvolvimento de diversas doencgas cronicas, incluindo doencas cardiovasculares,
diabetes do tipo 2 e Sindrome Metabdlica (Guh, Zhang et al., 2009). O estado
crobnico de inflamacédo sistémica de baixa intensidade € uma das alteragdes
metabolicas associadas a ingestao caldrica excessiva, ao aumento da adiposidade e
a redugdo dos niveis de atividade fisica que sédo envolvidos na fisiopatologia da
Sindrome Metabdlica. Portanto, grande parte do desenvolvimento dos componentes
da Sindrome Metabdlica é primariamente associada a inflamacgao sistémica de baixa
intensidade crénica. Por exemplo, o Fator de Necrose Tumoral do tipo alfa (TNF-a)
juntamente com a Interleucina-6 (IL-6) e Interleucina-1 do tipo beta (IL-1p8)
desempenham um papel central nos processos inflamatérios e na resposta imune
(Dinarello, 1996). Adicionalmente, estas citocinas inflamatdrias quando associadas a
inflamacédo sistémica de baixa intensidade crbonica contribuem para o
desenvolvimento da aterosclerose, resisténcia a insulina e da hipertensao,
alteragdes que sdo componentes para o diagnostico da Sindrome Metabdlica (Festa,
D'agostino et al., 2000; Robbie e Libby, 2001).

O Exercicio Resistido (ER) € um potente ativador do sistema imune
responsavel pela modulagdo das concentracdes de citocinas pré e anti-inflamatérias
(Mathur e Pedersen, 2008; Beavers, Brinkley et al., 2010). Investiga¢des anteriores
tém demonstrado que o treinamento fisico crénico pode diminuir a produgido de
mediadores pro-inflamatérios e aumentar a agdo de mediadores anti-inflamatoérios, o
qual confere ao exercicio uma importante estratégia nao-farmacoldgica para reduzir
a longo prazo o desenvolvimento da Sindrome Metabdlica (Mathur e Pedersen,
2008; Beavers, Brinkley et al., 2010). Em contra partida, ha evidéncias limitadas e
controversas a respeito dos efeitos agudos de uma sessdo de ER sobre os
mediadores inflamatérios em mulheres diagnosticadas com Sindrome Metabdlica
(Mathur e Pedersen, 2008; Calle e Fernandez, 2010).

Geralmente, quando a IL-6 é secretada pelo musculo esquelético durante o

ER, ha um aumento circulante de citocinas anti-inflamatérias como a IL-10 e o
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antagonista do receptor de IL-1 (IL-1ra) e diminui¢do em IL-18 e TNF-a varias horas
apos a sessao (Mathur e Pedersen, 2008; Brandt e Pedersen, 2010). No entanto,
estudos com ER empregaram uma grande variedade de protocolos, de diferentes
intensidades e grupos musculares, e em geral falharam em demonstrar consisténcia
nos resultados na maioria das citocinas circulantes medidas apds uma sessao
aguda em individuos destreinados ou treinados saudaveis (Hirose, Nosaka et al.,
2004; Peake, Nosaka et al., 2006; Bloomer, 2007; Buford, Cooke et al., 2009;
Uchida, Nosaka et al., 2009; Calle e Fernandez, 2010). Uma possivel explicagao
pode ser relacionada aos intervalos para a coleta das amostras sanguineas, onde
pode ter ocorrido o clearance das citocinas antes de terem sido medidas. Izquierdo
et al. (2009) sugerem que a coleta das amostras sanguineas deve ocorrer
imediatamente, 1, 2, 4 e 6 h apdés a sessdo permitindo a cobertura da cinética
imediata das citocinas (lzquierdo, |Ibanez et al., 2009). Ademais, os protocolos
aplicados na maioria das investigagdbes n&o correspondem aos exercicios
diariamente utilizados em academias e clinicas de reabilitagdo (Kraemer, Adams et
al., 2002) para individuos saudaveis ou com alguma doenga. Por fim, os efeitos
agudos de uma sessdo de exercicio sobre as citocinas podem ser diferentes em
pacientes com Sindrome Metabdlica, os quais apresentam inflamacao sistémica
crbnica de baixa intensidade. O primeiro passo para o melhor entendimento é
investigar os ajustes metabdlicos e o reparo celular iniciados com uma sesséo
prescrita adequadamente, como por exemplo a resposta das das citocinas ao ER em
pacientes com Sindrome Metabdlica. Estes resultados podem melhorar o
entendimento das respostas fisiolégicas ao treinamento crénico, seguranca e
prescricdo do ER.

A Osteoprotegerina (OPG) é uma glicoproteina com afinidade ao receptor da
superfamilia do TNF com funcao de bloquear o receptor (Reid e Holen, 2009). Nesse
sentido, a OPG ¢é associada com a fisiopatologia da obesidade, aterosclerose,
diabetes do tipo 2, doencga arterial coronariana e disfungdo endotelial (Nabipour,
Kalantarhormozi et al., 2010; Blazquez-Medela, Lopez-Novoa et al., 2011). Ainda
que estudos prévios demonstrem os efeitos do ER sobre as citocinas, ha poucas
evidéncias cientificas a respeito da relagcdo entre OPG, citocinas e pacientes com
Sindrome Metabdlica. Em pacientes com doenca arterial periférica, a concentracao
sérica de OPG esta acima dos valores fisiologicos e foi associada a obesidade e a

Sindrome Metabdlica (Golledge, Leicht et al., 2008). Em contrapartida, ao investigar
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homens idosos ndo foram observadas diferencas estatisticas entre idosos saudaveis
ou com Sindrome Metabdlica nos niveis séricos de OPG (Gannage-Yared, Fares et
al., 2006).

Dessa forma, o objetivo dos pesquisadores deste estudo foi investigar o efeito
agudo de uma sessao de ER sobre as concentragdes séricas das citocinas TNF-q,
IL-1a, IL-18, IL-12, IL-6, IL-10 e OPG imediatamente apds e 60 minutos pos-sesséao.
Nés hipotetizamos que pacientes com Sindrome Metabdlica exibiriam maiores
valores basais nas citocinas TNF-a, IL-16 e IL-6 do que os participantes saudaveis, e
que a sessao aguda aumentaria os valores de IL-10 (anti-inflamatéria) e OPG, e
reducao na concentragcado das citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-1a, IL-18, 1L-12

e IL-6) principalmente nos pacientes com Sindrome Metabdlica.

MATERIAIS E METODOS

Participantes

Trinta e duas mulheres sedentarias na meia-idade (com menos de 2 h por
semana de atividade fisica nos ultimos 12 meses) foram recrutadas voluntariamente
da comunidade local. As participantes foram classificadas como sobrepeso e obesas
de acordo com o indice de Massa Corporal (IMC) da Organizacdo Mundial de Saude

(disponivel em: http://www.idf.org, acessado: 11/09/2012). Em cada participante foi

realizado uma avaliagdo médica, o exame fisico completo, o eletrocardiograma de
repouso e exercicio, a avaliagao da pressao arterial previamente aos protocolos
experimentais do estudo. Os critérios de exclusdo adotados foram: deficiéncias
fisicas, doengas musculo-esqueléticas, uso recente e regular de medicamento,
tabaco, drogas e abuso de alcool. Apds a selegao inicial, foram selecionadas 24
participantes para o estudo. Os detalhes do tamanho do efeito (effect size) estao
disponiveis na secao de analise estatistica.

As participantes foram divididas em dois grupos: sem-Sindrome Metabdlica

(Nao-MetS) e Sindrome Metabdlica (MetS). O grupo MetS foi definido pela presenga
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de no minimo trés fatores de risco cardiovascular de acordo com estatuto da
Federacéao Internacional de Diabetes (IDF): (a) Circunferéncia do quadril > 88 cm; (b)
triglicerideos plasmaticos = 1,7 mmol/L, ou sob tratamento medicamentoso; (c) HDL-
C < 1,3 mmol/L, ou sob tratamento medicamentoso; (d) pressao arterial = 130/85
mmHg; (e) glicose de jejum = 5,55 mmol/L, ou sob tratamento medicamentoso
(Consenso mundial de definicdo da Sindrome Metabdlica (IDF) disponivel em:

http://www.idf.org, acessado: 11/09/2012). Todas as participantes foram informadas

sobre os procedimentos do estudo e assinaram o termo de consentimento e
participacao que foi aprovado pelo comité de ética institucional para pesquisas em
humanos (protocolo #376/2010). Adicionalmente, todos os procedimentos
experimentais foram realizados respeitando as recomendacdes da Declaracdo de

Helsinki. As caracteristicas gerais dos participantes sado apresentadas na tabela 1.

Design do Estudo

Inicialmente foram coletados os dados antropométricos, composi¢cao corporal,
hemodinamicos e realizadas duas semanas de familiarizacdo aos exercicios. Apds a
familiarizagao, foi determinada a forga maxima (teste de 1 RM) e trés dias apds as
participantes realizaram a sessdo de ER. Durante o periodo pré-sessido, as
participantes permaneceram sentadas e em repouso € as amostras sanguineas (10
mL) foram obtidas da veia antecubital e armazenadas em tubos padrdées de
Vacutainer. Em seguida, as participantes realizaram o aquecimento geral de 5
minutos de caminhada na esteira (Johnson, Landmark Drive, Cottage Grove, USA) e
especifico ao ER. O protocolo de ER consistiu de sete exercicios (descritos abaixo a
sessdo de ER). Imediatamente apds e 1 hora apos a sessdo as amostras
sanguineas foram obtidas novamente da veia antecubital e armazenadas
adequadamente para analise (figura 1). Para o protocolo experimental, as

participantes iniciaram os exercicios as 8 horas apds o café da manha padronizado.

Protocolo de Exercicio Resistido
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Apo6s o aquecimento especifico que consistiu de 15 repeticbes a 30% de 1
RM em cada equipamento, as participantes realizaram a sess&o de ER constituido
de sete exercicios: leg press 45° cadeira extensora, cadeira flexora, supino vertical
na maquina, puxador no pulley, desenvolvimento de ombros e 15 repeticbes de
abdominais. A intensidade dos exercicios foi determinada individualmente em 60%
de 1 RM e 10 repeticbes em cada série. O intervalo de 1 minuto foi adotado entre as
séries e o0s exercicios. A duracdo total da sessdo de exercicios foi de
aproximadamente 40 — 50 minutos. As participantes foram instruidas a realizar cada
repeticdo em velocidade moderada (2 segundos para o movimento completo). A
ordem dos exercicios foi a mesma para todos as participantes desde a familiarizagao
até a sessao de ER. Com objetivo de minimizar os efeitos das variagdes circadianas,
todos os testes foram realizados entre as 8 e 10 horas da manha. Todas as sessdes
foram supervisionadas por um profissional experiente em ER. A prescricdo da
sessao foi individualizada e apropriada para pacientes destreinados e com Sindrome
Metabdlica (Kraemer, Adams et al., 2002; Sundell, 2011).

Avaliagdes antropomeétrica, da composicao corporal e hemodinamica

A estatura e massa corporal foram medidas para o calculo do indice de
Massa Corporal (IMC). Todas as medidas de circunferéncia foram obtidas em
triplicata com uma fita ndo-elastica e a média aritmética foi utilizada. A circunferéncia
do pescogo foi obtida com a participante sentada e com a cabeca no plano
horizontal (Yang, Yuan et al., 2010). A circunferéncia da cintura foi medida no ponto
médio entre a ultima costela e a crista iliaca (Yang, Yuan et al., 2010). O indice de
Adiposidade Corporal foi determinado pela formula (Bergman, Stefanovski et al.,
2011):

(IAC = [(circunferéncia do quadril)/((estatura) x 1,5) — 18)]



49

Recrutadas e avaliadas
(n=32)

Excluidos (n=5)

Recrutamento e alocacao Nao atenderam aos
critérios de inclusao (n=3)

—{ Alocadas em 2 grupos (n=24) l—

Y

Nao-MetS MetS

(n=12) (n=12)

Design do estudo | Avaliagdes antropométrica, da composigao corporal e
hemodinamica

l' 1 dia apés l

| 2 semanas de familiarizagao e teste de forga maxima (1 RM) |

l 3 dias apds l

Sessdo aguda de treinamento resistido
- 3 séries de 10 repeti¢des na intensidade de 60% (1 RM), 1 minuto
de intervalo entre as séries e exercicios.
- Exercicios: leg press 45°, cadeira extensora, mesa flexora, supino
vertical na maquina, puxador no pulley, desenvolvimento de
ombros e 15 repeti¢des de abdominais.

|

Coleta da mostra sanguinea venosa
Imediatamente e 1 hora pds-sessédo

!

Medida a concentragdo das citocinas e Osteprotegerina
TNF-q, IL-1q, IL-186, IL-12, IL-6, IL-10 e OPG

Figura 1. Selecao das participantes e design do estudo. Nao-MetS, grupo de participantes sem o
diagnéstico de Sindrome Metabdlica; MetS, grupo de participantes com o diagnéstico clinico de
Sindrome Metabdlica. OPG, osteoprotegerina.

O percentual de gordura corporal foi determinado pelo protocolo de sete
dobras cutaneas proposto por Pollock e Jackson (1984) (Pollock e Jackson, 1984).
As dobras cutaneas foram mensuradas nas regides: subescapular, triceps, biceps,
peitoral, abddmen, supra-iliaca e perna com adipdmetro Lange (Beta Technology
Inc, Santa Cruz, CA, USA). Trés medidas foram realizadas em cada dobra e a média
aritmética utilizada para o calculo da composigao corporal.

A Pressao Arterial Sistolica (PAS) e Diastdlica (PAD) foram mensuradas por
método oscilométrico (Microlife 3AC1-1, Widnau, Switzerland). A pressao arterial foi
avaliada em triplicata (cada medida separada por 5 minutos) com a média aritmética
utilizada nas analises. A Frequéncia Cardiaca (FC) foi medida por monitor cardiaco
Polar (Polar® S810i, Polar Electo Oy, Kempele, Finland).
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Familiarizagao e Teste de Forga Maxima

Durante as duas semanas de familiarizacdo as participantes foram orientadas
quanto a execucao adequada dos exercicios. As participantes completaram 3
sessbes/semana, com um exercicio para cada grupo muscular consistindo de 3
séries de 10 — 12 repeti¢cdes submaximas.

Apos as duas semanas de familiarizacdo dos exercicios, os testes de 1 RM
foram realizados em quatro dias separados por no minimo 48 horas. Todos os testes
foram realizados com no minimo 10 minutos de intervalo entre cada exercicio. A
ordem dos exercicios foi: supino vertical na maquina, puxador no pulley e
desenvolvimento (dias 1 e 2); leg press 45°, cadeira extensora e cadeira flexora (dias
3 e 4) (JONHSON, USA).

O teste de 1 RM consistiu de um leve aquecimento de 10 minutos na esteira
seguido de 8 repeticbes a 50% de 1 RM estimado (de acordo com a capacidade
individual verificada nas 2 semanas de familiarizagcdo). Ap6s 1 minuto de
recuperagao, as participantes realizaram 3 repeticbes com a intensidade de 70% de
1 RM estimado. Apds 3 minutos de recuperacéao, as participantes completaram 3 a 5
tentativas para determinar o peso para 1 RM, com aumento progressivo de
aproximadamente 5% na intensidade até a determinacdo de 1 RM. A execucdo do
teste de 1 RM, amplitude de movimento e técnica de execucdo do movimento foram
padronizadas de acordo com as descricbes de Brown e Weir (2001) (Brown, 2001).
Apos 48 horas todos os testes foram repetidos para a determinacao da correlagao
intraclasse (supino vertical na maquina, R = 0,99; puxador no pulley, R = 0,97,
desenvolvimento de ombros, R = 0,98; leg press 45°, R = 0,97; cadeira extensora, R
= 0,98; e cadeira flexora, R = 0,98).

Analise das Citocinas

ApoOs a coleta sanguinea, as amostras foram centrifugadas a 2.000 g durante
15 minutos. A parte sérica foi separada e congelada a — 80°C para analise futura. O

soro foi analisado para amiloide A com o analisador quimico clinico DADE
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Dimension RXL (Dade-Behring, Inc, Newark, DE, USA) (Haugen, Norheim et al.). O
analisador foi calibrado diariamente utilizando o kit liquido multiqual (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA) e dois niveis de controle de qualidade com concentragdes
conhecidas foram realizadas. Em seguida, as concentra¢des séricas de TNF-a, IL-
1a, IL-1B, IL-12, IL-6, IL-10 e OPG foram determinadas utilizando o kit de
imunoabsorbancia comercial disponivel (ELISA) (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA,
USA; EMD Chemicals Inc., San Diego, CA, USA). As curvas padrdes foram geradas
utilizando um leitor de microplacas compativel com software estatistico (MicroWin
2000, Microtek Laborsysteme GmbH, Overath, Germany). Todas as amostras foram
analisadas em duplicata para assegurar a precisdo dos resultados. O coeficiente de
variagdo intra-analise foi de 2,9 — 9,5%, o coeficiente de variagdo inter-analise foi de
5,9 — 7,0% e a sensibilidade de 0,0093 pg - ml™.

ANALISE ESTATISTICA

O poder do tamanho da amostra foi determinado utilizando o software
G*Power (version 3.1.3, Kiel, Germany) baseado na magnitude da média das
diferengas das citocinas entre os grupos (Nao-MetS e MetS). O effect size requerido
para o tamanho da amostra foi de 24 participantes com o nivel de significancia
ajustado a p = 0,05 e power (1 — B) = 0,80 foi de 0,60 (effect size médio). Somente
TNF-qa, IL-6 e IL-1B encontraram o effect size requerido. As variaveis IL-12, IL-1a, IL-
10 e OPG nao demonstraram o effect size requerido para este estudo. Os dados
foram apresentados como média £ desvio padrao, ou média e intervalo de confianca
de 95% quando apropriado. Para a analise estatistica das variaveis antropométricas,
bioquimicas, hemodindmicas e niveis basais de citocinas foram testadas ou
transformadas logariticamente para obtencao da distribuicdo normal (Shapiro Wilk, p
> 0,05). Foi utilizado o Teste t de Student para as amostras independentes ao
comparar 0s grupos nas variaveis antropométricas, hemodinédmicas e medidas dos
niveis basais das citocinas pré e anti-inflamatérias. O teste Exato de Fisher foi
utilizado para identificar a significAncia de mudanga nos niveis de citocinas pos-

exercicio e pds60-exercicio entre os grupos Nao-MetS e MetS. Portanto, os valores
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das citocinas e OPG foram categorizados em “aumento”, “diminuicdo” e “sem
mudanca” em relacdo aos niveis basais. Os procedimentos estatisticos foram
realizados utilizando o software SPSS 17.0 (SPSS, Chicago, IL). O valor de p < 0,05

foi considerado como estatisticamente significante.

RESULTADOS

A tabela 1 apresenta as caracteristicas gerais dos dois grupos. Como
resultado do desenho do estudo, o grupo MetS foi classificado como sobrepeso e
obeso demonstrando valores maiores para o IMC, BAI, circunferéncias de pescoco,
cintura e quadril, relagao cintura-quadril e cintura-estatura comparado ao grupo Nao-
MetS grupo (tabela 1). Além disso, o grupo MetS possui valores maiores para
glicose e menores para HDL comparado ao N&o-MetS grupo (tabela 1). Os
parametros hemodinamicos como PAS, PAD e FC estao dentro das faixas normais

para os dois grupos.

Tabela 1. Caracteristicas antropométricas, composi¢cao corporal, bioquimicas e

hemodinamicas dos participantes (n=24).

Nao-MetS MetS p

Parametros antropométricos

Idade (anos) 34 +£6,8 35+84 0,813
Massa corporal (kg) 60,9+6,6 77,7 +11,7* 0,000
Estatura (m) 1,57 £ 0,05 1,59 £ 0,06 0,448
Circunferéncia do pescogo (cm) 32,7+1,7 35,4 +1,2* 0,000
Circunferéncia da cintura (cm) 77,8 £6,3 91,56 +9,6* 0,000
Circunferéncia do quadril (cm) 99,3+5,7 109,1 + 8,5* 0,003
Relagéao cintura-quadril 0,78+0,04 0,84 £0,07* 0,036
Relagao cintura-estatura 0,49 £ 0,04 0,58 £ 0,07* 0,001
Parametros da composigcao corporal

indice de massa corporal (kg/mz) 244+ 22 30,4 + 3,9* 0,000

indice de adiposidade corporal 14,8+2,5 20,2 £ 3,9* 0,001




(%)

Gordura corporal (%)

Massa de gordura corporal (kg)
Massa magra corporal (kg)
Parametros Bioquimicos
Glicose sanguinea (mg/dL)
Triglicerideos (mg/dL)

HDL-C (mg/dL)

Parametros hemodinamicos

Pressao arterial sistélica (mmHg)

Pressao arterial diastolica

(mmHg)

Frequéncia cardiaca (bpm)

Nao-MetS

29,3+ 3,7
17,0 £ 5,6
40,5+29

83,0 8,5
73,4 £ 25,1
54,5+ 12,1

111,0+ 9,6
74,8 £6,6

81,6+124

MetS

36,3 + 3,9*
28,5 + 3,0*
49,2 £ 5,9*

97,8 +20,4*
158,2 + 49,2

45,0 +10,0*

127,6 + 14,6*
82,5 +10,0*

82,6 + 17,1

0,000
0,000
0,000

0,020
0,370

0,010

0,004
0,039

0,861

*Significativamente diferente ao grupo Ndo-MetS.

Os niveis séricos basais, imediatamente apds e 60 minutos apds a sessio
das citocinas e OPG sdo apresentados na tabela 2. No basal, o grupo MetS
apresentou concentragées maiores de IL-1B (£f(11) = -2,627, p = 0,024), IL-6 (#(21) = -
1,992, p = 0,049) e tendéncia a maiores niveis de TNF-a ({22) = -1,763, p = 0,092).
Nao foram observadas diferencas basais significativas para os niveis de IL-1q, IL-12,
IL-10 e OPG entre os grupos (tabela 2). Além disso, ndo foram observadas

diferencas estatisticas significantes entre os grupos para os niveis de citocinas e

OPG imediatamente apos e 60 minutos apds a sessao.
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Tabela 2. Niveis séricos de TNF- q, IL-1qa, IL-1b, IL-6, IL-12, IL-10 e OPG nos momentos basal (pré-exercicio), imediatamente apos

(pbs-exercicio) e 60 minutos apds (pos60-exercicio) a sessao de exercicio.

pré-exercicio pos-exercicio pos60-exercicio

Nao-MetS MetS Nao -MetS MetS Néo -MetS MetS
TNF-a (pg / 11,5 (8,2 — 17,4 (10,9 — 14,6 (12,4 - 19,3 (11,2 - 16,4 (9,6 — 14,8 (10,9 —
mL) 14,9) 23,9) 16,9) 27,4) 23,2) 18,6)
IL-1a (pg/mL) 1,4 (0,1-2,9) 1,6 (0,6 —2,6) 1,2 (0,3-2,8) 2,2 (0,7-3,7) 1,6 (0,0 —3,1) 2,7(0,0-54)
IL-18 (pg/mL) 0,8(04-1,1) 21(1,0-3,1)* 1,1 (0,7 - 1,4) 2,6 (1,4-3,8) 1,2 (0,6 — 1,8) 2,8(1,6-3,9)
IL-12 (pg/mL) 2,1(1,3-2,9) 25(1,3-3,7) 2,4(1,7-3,2) 2,8(1,6-3,9) 28(1,2-4,4) 2,4 (1,3-3,5)
IL-6 (pg/mL) 45(34-55) 6,3(45-81)* 51(4,1-6,3) 7,8 (4,6 —11,0) 6,1(45-78) 7,0(3,7-10,2)
IL-10 (pg/mL) 12,3 (8,3 - 11,4 (10,2 - 11,0 (6,8 —

12,3 (8,6 — 16,1) 14,8 (9,4 — 20,3) 13,2 (7,8 — 18,6)
16,3) 12,6) 15,2)

OPG (ng/mL) 0,9 (0,7-1,1) 1,0 (0,8 —1,1) 1,0 (0,8 —1,1) 0,9 (0,7-1,1) 0,9 (0,7 -1,0) 0,9 (0,7-1,1)

Table 2. Valores sdo expressos como média e intervalo de confianga de 95%. *significativamente diferente do grupo Nao-MetS.
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Na auséncia de mudancgas significativas detectadas pelo teste t de Student, o
teste Exato de Fisher foi utilizado para explorar a mudanga nos niveis de citocinas
poOs-exercicio e pos60-exercicio entre os grupos (Nao-MetS e MetS). A tabela 3
exibe os resultados do teste Exato de Fisher comparando a mudanca nos niveis de
citocinas e OPG entre os grupos. Foi observado que 83,3% do grupo N&o-MetS
aumentou os niveis de TNF-a poés-exercicio enquanto que 58,3% do grupo MetS
demonstraram reducdo ou nenhuma mudanc¢a nos niveis de TNF-a pds-exercicio.
Dessa forma, ha tendéncia de aumento dos niveis de TNF-a em mulheres sem a
Sindrome Metabdlica, enquanto que mulheres com Sindrome Metabdlica diminuem
ou nao alteram os niveis de TNF-a (p = 0,089). Ademais, foi observado que 72,7%
das mulheres com Sindrome Metabdlica continuam apresentando diminuigdo nos
niveis de TNF-a pds60-exercicio, o que nédo foi observado nas mulheres sem
Sindrome Metabdlica. O grupo Nao-MetS demonstrou aumento de 50% nos niveis
de IL-1B pds-exercicio, enquanto que o grupo MetS demonstrou diminuicdo nos
niveis de IL-18 no mesmo periodo. Porém, quando comparado aos valores pré-
exercicio, houve tendéncia (p = 0,145) de diminuicdo das concentragdes de IL-13 em
62,5% das pacientes do grupo MetS, enquanto que o grupo Nao-MetS foi observado
aumento de 80% pos60-exercicio (tabela 3).

A maioria das participantes do grupo Nao-MetS (75%) demonstrou aumento
nos niveis de IL-6 pds60-exercicio, enquanto que 54,4% do grupo MetS apresentou
diminuicao pds-exercicio (tabela 3). Os grupos Nao-MetS e MetS exibiram tendéncia
em aumentar os niveis de IL-12 somente pds60-exercicio (p = 0,117). A maioria do
grupo MetS demonstrou aumento nos niveis de IL-1a pds-exercicio (62,5%) seguido
de diminuicdo ou nenhuma alteragcdo pos60-exercicio (87,5%), sem diferencas
significantes quando comparado ao grupo Nao-MetS (p = 1,000 e p = 0,545). Os
niveis de IL-10 tendem a aumentar ou ndo alterarem em 70% do grupo MetS e
diminuirem ou n&o alterarem em 71,4% do grupo N&o-MetS pds-exercicio (p =
0,315). Apds a sessao de ER, os dois grupos, Nao-MetS (85,7%) e MetS (88,9%),
demonstraram aumento nos niveis de IL-12 pds60-exercicio. As mudangas nos
niveis de OPG entre os momentos pré, poés-exercicio e pos60-exercicio
demonstraram uma grande variagdo nos dois grupos. Quando comparado ao pos-
exercicio, os niveis de OPG p6s60- exercicio demonstram pequena redu¢do nao
significativa ou nenhuma alteracédo em 72,7% do grupo Nao-MetS e 58,3% no grupo
MetS (p = 0,659; tabela 3).



Tabela 3. Comparacao da alteragao das citocinas nos participantes com Sindrome Metabdlica (MetS) e sem
Sindrome Metabdlica (Nao-MetS).

pré para pos-exercicio

pré para pos60-exercicio

poOs- para pos60-exercicio

Nao- MetS p value Nao- MetS p value Nao- MetS Valor de
MetS MetS MetS P
TNF-a 0,089 0,414 0,400
Sem - 1(8,3) - - - -
mudanca
Aumento 10 5(41,7) 8 (66,7) 5(41,7) 6 (50,0) 3(27,3)
(83,3)
Diminuicdo 2 (16,7) 6 (50,0) 4 (33,3) 7(58,3) 6 (50,0) 8(72,7)
IL-12 0,670 0,117 1,000
Sem 1(9,1) - 2 (20,0) - 3(30,0) 2(18,2)
mudanca
Aumento 5(45,5) 7(63,3) 7(70,0) 6 (54,5 4 (40,0) 4(36,4)
Diminuicdo 5 (45, 4 (36,4) 1(10,0) 5 (45,5) 3(30,0) 5(45,5)
IL-6 0,659 0,214 0,192
Sem 2 (16,7) - - - - 1(9,1)
mudanca
Aumento 7(58,3) 6(54,5) 9(75,0) 5(45,5) 9(75,0) 4(364)
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Tabela 3. Comparacao da alteragao das citocinas nos participantes com Sindrome Metabdlica (MetS) e sem
Sindrome Metabdlica (Nao-MetS).

pré para pos-exercicio pré para pos60-exercicio poOs- para pos60-exercicio
Nao- MetS p value Nao- MetS p value Nao- MetS Valor de
MetS MetS MetS P
Diminuicdo 3 (25,0) 5 (45,5) 3(25,0) 6(54,4) 3(25,0) 6(54,5)
IL-10 0,315 1,000 1,000
Sem 1(14,3) 1(10,0) 1(14,3) - - -
mudanca
Aumento 2(28,6) 6(60,0) 2(28,6) 3(33,3) 6 (85,7) 8(88,9)
Diminuigdo 4 (57,1) 3 (30,0) 4 (57,1) 6(66,7) 1(14,3) 1(11,1)
IL-1a 1,000 0,558 0,545
Sem - - - - - 2 (25,0)
mudanca
Aumento 3(50,0) 5(62,5) 2 (40,0) 5(71,4) 2(40,0) 1(12,5)
Diminuicdo 3 (50,0) 3 (37,5) 3(60,0) 2(28,6) 3(60,0) 5(62,5)
IL-1B 1,000 0,145 0,633
Sem - - - - 1(10,0) 1 (12,5)
mudanca

Aumento 6 (54,5) 5 (50,0) 8 (80,0) 3(37,5) 4 (40,0) 2 (25,0
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Tabela 3. Comparacao da alteragao das citocinas nos participantes com Sindrome Metabdlica (MetS) e sem
Sindrome Metabdlica (Nao-MetS).

pré para pos-exercicio pré para pos60-exercicio pos- para pos60-exercicio
Nao- MetS p value Nao- MetS p value Nao- MetS Valor de
MetS MetS MetS P
Diminuicdo 5 (45,5) 5 (50,0) 2(20,0) 5(62,5) 5(50,0) 5(62,5)
OPG 1,000 1,000 0,659
Sem - 1(9,1) - - - 1(8,3)
mudanca
Aumento 6 (54,5) 5 (45,5) 5(41,7) 6(50,0) 3(27,3) 5(41,7)
Diminuicdo 5 (45,5) 5 (45,5) 7 (58,3) 6(50,0) 8 (72,7) 6(50,0)

p valor de p obtido pelo teste Exato de Fisher. Os valores dentro dos parénteses exibem o percentual de alteragdo nos participantes.
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DISCUSSAO

O objetivo desse estudo foi examinar os efeitos agudos de uma sessao de ER
nos niveis seéricos de citocinas e OPG em mulheres com e sem Sindrome
Metabdlica. Nesse sentido, nossa hipotese foi parcialmente confirmada, uma vez
que as participantes com Sindrome Metabdlica exibiram niveis basais mais elevados
de IL-1B e IL-6 comparado com as participantes sem Sindrome Metabdlica. Porém,
nao foram observadas alteragdes significativas em nenhum dos momentos
(imediatamente e 60 minutos) apos a sessdo de ER nas concentragdes de citocinas
e OPG nos grupos. Ademais, pacientes com Sindrome Metabdlica demonstraram
tendéncia de maior valor basal para o TNF-a maior do que as participantes sem
Sindrome Metabolica.

No presente estudo, as participantes com Sindrome Metabdlica exibiram
aumento nos valores basais de IL-1B e IL-6. A IL-13 é uma das principais citocinas
pré-inflamatoérias sintetizadas por mondcitos e macréfagos. Adicionalmente, foi
demonstrado que a expressdo de IL-18 € maior no tecido adiposo visceral de
mulheres com obesidade e Sindrome Metabdlica (Shen, Arnett et al., 2007). Além
disso, em pacientes obesos ha uma forte correlacdo entre obesidade e os niveis de
IL-6. A IL-6 € um forte estimulo para a expressao da proteina C-reativa, sendo
sugerido que niveis elevados de proteina C-reativa sdo secundarios ao aumento na
secrecao de IL-6. Igualmente, niveis elevados de IL-6 sdo observados em individuos
com doenca cardiovascular e sdo associados a eventos isquémicos futuros. Foi
demonstrado que inje¢cbes semanais de IL-6 recombinante em camundongos
C57B1/6 e deficientes de ApoE aumentaram significativamente as concentragdes de
IL-6, IL-1B8, TNF-q, fibrinogénio e o desenvolvimento de aterosclerose comparado
aos controles (Huber Sa, 1999). Essas informacgbes prévias em conjunto nos
permitem acreditar que citocinas pro-inflamatdrias e proteinas de fase aguda, como
IL-6, IL-1B e proteina C-reativa, participam do desenvolvimento e progressdo da
Sindrome Metabdlica.

Neste estudo, ndo observamos diferencgas significativas para os niveis basais
de TNF-a entre os grupos MetS e Nao-MetS (17,4 versus 11,5 pgmL,

respectivamente), ainda que podemos considerar uma tendéncia de maiores valores
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dos niveis de TNF-a no grupo MetS comparado ao Nao-MetS (p = 0,09). Similar aos
nossos resultados, estudos prévios nao demonstraram diferengas estatisticas
significantes para os niveis de TNF-a entre pacientes obesos e com Sindrome
Metabdlica (You, Ryan et al., 2004; Gnacinska, Malgorzewicz et al., 2010). Em
contrapartida, outros estudos observaram niveis elevados desta citocina em
pacientes com Sindrome Metabdlica somente quando o critério do “Third Report of
the National Cholesterol Education Program Expert Panel on Detection, Evaluation,
and Treatment of High Blood Cholesterol in Adults” (NCEP ATP Ill) foi utilizado
clinicamente e laboratorialmente para definir a Sindrome Metabdlica (e ndo de
acordo com critério IDF) (Xydakis, Case et al., 2004). Provavelmente a variagdo na
definicdo da obesidade central utilizando o critério IDF seja o principal motivo para
explicar as diferengas observadas na mensuragao dos marcadores inflamatorios em
nosso estudo. De acordo com a definicao proposta pelo critério IDF, é necessario um
ponto de corte inferior para definir os pacientes com obesidade central comparado
ao critério NCEP ATP lll. Ademais, o IDF requer também a obesidade central como
um pré-requisito para a determinacido da Sindrome Metabdlica.

O ajuste metabdlico e os processos de reparo celular iniciados agudamente
por uma sessao de exercicio sdo mais evidentes nas primeiras semanas e podem
refletir alguns parametros do treinamento crénico. Neste sentido, as citocinas
desempenham um papel central por iniciar as respostas metabdlicas e inflamatdrias
tanto na perspectiva aguda e como na crdnica ao exercicio fisico. Neste estudo, ndo
foram observadas diferengas significativas nas citocinas pro-inflamatorias (TNF-a,
IL-18, IL-1a, IL-6 e IL-12) e anti-inflamatdria (IL-10) apos a sessdo aguda de ER
quando comparado as interagdes grupo (MetS e N&o-MetS) e tempo (pré, pos-
exercicio e pos60-exercicio). Estes resultados estdo de acordo com Buford et al.
(2009) os quais examinaram os efeitos agudos do ER nas concentragdes séricas de
citocinas em mulheres pds-menopausicas saudaveis e ndo observaram diferencas
estatisticamente significativas para TNF-a, IL-13, IL-6 e IL-8 nos momentos 3, 24 e
48 horas apés o exercicio fisico (Buford, Cooke et al., 2009). Contudo, no teste
Exato de Fisher demonstramos tendéncia de redugdo em 62,5% na IL-13, 54,4% na
IL-6 e 72,7% no TNF-a nas participantes com Sindrome Metabdlica ap6s 60 minutos
da sessdo. Em contrapartida, as participantes sem Sindrome Metabdlica exibiram
aumento de 80% na IL1-B, 75% na IL-6 e 83,3% no TNF-a apdés 60 minutos da

sessao.
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Ferreira et al. (2010) também investigaram os efeitos agudos de uma sessao
de ER sobre os niveis séricos de citocinas em mulheres de meia-idade (Ferreira, De
Medeiros et al., 2010). Novamente, ndo foi observado alteragdes nos niveis séricos
de TNF-q, IL-1B8, IL-6, IL-12, IL-10 apds a sessao de ER. Ademais, Prestes et al.
(2009) avaliaram os efeitos agudos de uma sessdo de ER e ndo encontraram
nenhuma diferencga significativa nos niveis de TNF-qa, IL-6, IL-15, leptina e resistina
imediatamente apdés o exercicio em mulheres pds-menopausicas (Prestes,
Shiguemoto et al., 2009). Diferente do presente estudo, os estudos mencionados
anteriormente nao avaliaram participantes com Sindrome Metabdlica e prescreveram
a sessao com repeticbes maximas em cada série e exercicio (falha concéntrica), o
qual pode n&o ser a melhor estratégia para participantes destreinados ao ER e com
Sindrome Metabdlica (considerando as alteragdes metabdlicas nesta populagéo).
Além disso, estudos prévios com participantes do sexo masculino ndo demonstraram
mudanga ou resultados controversos apos uma sessdo de ER nos valores de
citocinas (Smith, Anwar et al., 2000; Hirose, Nosaka et al., 2004; Peake, Nosaka et
al., 2006; Pierdomenico e Cuccurullo, 2010).

Os estudos mencionados anteriormente apresentam uma grande variagao de
protocolos, intensidade do exercicio e grupos musculares envolvidos, e demonstram
inconsisténcia em observar alteragbes significativas nas citocinas mensuradas
imediatamente e/ou nas primeiras horas apds a sessao de exercicio. As possiveis
explicacbes podem ser relacionadas a varios fatores. Primeiro, os estoques de
glicogénio muscular oferecem energia durante a sessao de ER. No entanto, em
individuos com sobrepeso e obesidade a deplegcdo do glicogénio muscular pode
estar reduzida durante o exercicio, a qual pode afetar diretamente a produgéo de IL-
6. Neste sentido, os efeitos modulatérios da IL-6 sobre a producdo de TNF-a e
citocinas anti-inflamatérias como IL-1ra e IL-10 podem ser suprimidos (Steensberg,
Van Hall et al., 2000). Segundo, tem sido demonstrado que a contragdo muscular
pode estimular a sintese e secrecdo de IL-6, e consequentemente aumentar sua
concentragdo plasmatica. Buford et al. (2009) demonstraram que o musculo
esquelético possui fatores transcricionais disponiveis de genes proé-inflamatorios
(TNF-a, IL-1, IL-6 and IL-8) 3 h apds uma sessao de ER (Buford, Cooke et al., 2009).
Ademais, foi observado que o tempo para os picos de IL-6 apds protocolos de ER
foram proximos a 3, 6, 12 h ou até mesmo 24 h (Macintyre, Sorichter et al., 2001;

Peake, Nosaka et al., 2006; Phillips, Mitchell et al., 2010). Terceiro, a resposta das
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citocinas pode variar de acordo com o tipo de ER, intensidade, duracdo, periodo de
recuperacao entre os exercicios e nivel de treinamento do praticante. Tais fatores
podem modificar a resposta dos horménios estressantes, acidose e estresse
oxidativo. Finalmente, a especificidade e sensibilidade dos métodos de analise das
citocinas utilizados e os fatores previamente discutidos podem ajudar a explicar a
grande variagao nos resultados.

Os niveis de OPG séo diretamente associados com a massa 0ssea e alguns
componentes da Sindrome Metabdlica, como disfuncdo endotelial, hipertensao e
aterosclerose. O presente estudo foi o primeiro a investigar as alteragbes imediatas
na concentragao sérica de OPG apdés uma sessao de ER em mulheres com e sem
Sindrome Metabdlica. Os resultados demonstram nenhuma interagdo (tempo x
grupo) nos niveis de OPG nos dois grupos. Ainda nao ha estudos
metodologicamente adequados e conclusivos demonstrando a existéncia da clara
ligacao entre obesidade, perfil lipidico, Sindrome Metabdlica e niveis de OPG
(Nabipour, Kalantarhormozi et al., 2010; Blazquez-Medela, Lopez-Novoa et al.,
2011). Em relacéo aos efeitos do exercicio, estudos prévios demonstram aumento
nas concentragdes de OPG imediatamente apds corrida exaustiva (Ziegler, Niessner
et al., 2005; Kerschan-Schindl, Thalmann et al., 2009; Scott, Sale et al., 2010). Além
disso, niveis circulatérios aumentados de OPG sdo observados em condi¢des de
significativa perda de massa 0ssea. Entretanto, sem a analise do receptor ativador
do fator nuclear - kappaB (RANK), RANK ligando (RANKL) e OPG com métodos
sensiveis de analises, qualquer interpretacdo sobre a associacdo entre OPG,
remodelamento 6sseo e ER é incompleta e precoce (Yano, Tsuda et al., 1999; Scott,
Sale et al., 2010).

A progressao do programa de ER é dependente do desenvolvimento dos
objetivos apropriados e especificos do treinamento. A maioria dos estudos
previamente publicados empregam uma grande variagdo de protocolos de exercicio,
diferentes grupos musculares e intensidades, os quais ndo necessariamente
correspondem a prescricdo utilizada diariamente em academias e clinicas de
reabilitacdo para pacientes com Sindrome Metabdlica (Hirose, Nosaka et al., 2004;
Peake, Nosaka et al., 2006; Bloomer, 2007; Buford, Cooke et al., 2009; Uchida,
Nosaka et al., 2009; Calle e Fernandez, 2010). No presente estudo, a prescri¢do do
programa de ER seguiu as recomendag¢des do ACSM (2009), com correta técnica de

execugao e equipamentos apropriados para a seguranga e efetividade do ER para
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esta populagdo (Kraemer, Adams et al., 2002; American College of Sports, 2009;
Sundell, 2011). Os resultados desse estudo sugerem que uma sessao aguda de ER
de intensidade moderada ndo induz aumento dramatico em citocinas pro-
inflamatdérias em mulheres com Sindrome Metabdlica. Em adicéo, o teste de Exato
de Fisher e o intervalo de confianga permitiram uma interpretacdo mais detalhada e
completa dos efeitos agudos da sessdo de ER (Morton, 2009). O presente estudo
possui algumas limitagbes que devem ser consideradas, como o numero reduzido de
participantes e o consequente baixo poder da amostra em algumas variaveis
analisadas, a caréncia de mais pontos de analise e a medida de outras citocinas e
proteinas de fase aguda. Ademais, as respostas cronicas ao ER devem ser
investigadas com o objetivo de elucidar e fortalecer cientificamente o efeito positivo
do exercicio fisico na prevencao e tratamento da Sindrome Metabdlica.

Em concluséo, uma sessao de ER n&do promove aumento sistémico agudo da
resposta de OPG, citocinas pré- (TNF-a, IL-1a, IL-6 and IL-12) e anti-inflamatorias
(IL-10) imediatamente apds e 60 minutos apos a sessdo em mulheres com Sindrome
Metabdlica. Estes resultados contribuem para aumentar o entendimento, importancia

e seguranga do ER submaximo em mulheres com Sindrome Metabdlica.
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The purpose of the present study was to examine the acute effects of resistance training (RT) on CD4+ and
CD8+ T lymphocytes apoptosis (annexin V+) and migration (CX3CR1). Twelve subjects performed two RT
sessions (3 sets of 9 exercises) with 1 min (Hyper-1) and 3 min (Hyper-3) of rest-interval length between
sets and exercises. CD4+ and CD8+ cells count displayed no change following Hyper-1 and Hyper-3. There
was an increase in the percentage of CD4+ positive for annexin V+ and CX3CR1+ immediately after and
24 h post Hyper-1. Percentage of CD4+ positive for annexin V+ increased 2 and 24 h post Hyper-3, and
decreased after CXCR1+ for the same time-points. There was an increase in CD8+ positive for annexin
V+ and CX3CR1+ immediately after, 2 and 24 h post Hyper-1 and Hyper-3, while no differences were

Keywords:
Immune system
Programmed cell death

Leukocytes

Ccell m?g’ration found between Hyper-1 and Hyper-3. Acute RT increase the apoptosis and migration of CD4+ and
B lymphocyte CD8+ lymphocytes even 24 h after exercise, with minimal effects of rest-interval length.

T lymphocyte 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

The response of different immune cells to exercise depends on
the type, intensity, and duration [1]. In general, acute protocols eli-
cit a known biphasic change in the total blood lymphocyte count
At the onset of exercise, there is a rapid mobilization of lympho-
cytes into the blood, resulting in an elevated count (lymphocytosis)
[1]. In particular, lymphocyte subtypes with high cytotoxic capa-
bilities (i.e., natural killer cells — NK cells, CD8+ T cells) seem to
be highly stress responsive when compared with other subtypes
(ie., CD4+ T cells, B cells) that have a limited cytotoxic capacity
and are mobilized in relatively fewer numbers. During the early
stages of recovery, usually within 30 min to 2 h after exercise ces-
sation, the blood lymphocyte count is known to fall below resting
values (lymphocytopenia) and returns naturally to normal values
within 6-24 h [1,2]. It is possible that a portion of this reduction
in lymphocytes can be attributed to the elimination through pro-
grammed cell death {(apoptosis), movement of cells from the circu-
lation (migration), or a combination of both [3-6].

During the recovery of an exercise session blood lymphocytes
are exposed to a milieu of proapoptotic signals that include in-
creased levels of glucocorticoids, catecholamine, inflammatory

* Corresponding author. Address: Rodovia Washington Luis, km 235, SP-310, Sdo
Carlos, CEP 13565-905, Sao Paulo, Brazil. Fax: +55 016 3351 8386.
E-mail address: guifisiologia@gmail.com (G.B. Pereira).

0008-8749/$ - see front matter @ 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.cellimm.2012.11.002

cytokines, and reactive oxygen species, which could elicit changes
at the molecular level, leaving certain T-cell subsets more suscep-
tible to both intrinsic and extrinsic pathways of apoptosis and
migration [1,2]. In this regard, annexin V is a member of the annex-
in family of intracellular proteins that binds to phosphatidylserine
in a calcium-dependent manner. Phosphatidylserine is normally
only found on the intracellular leaflet of the plasma membrane
in healthy cells, but during early apoptosis, membrane asymmetry
is lost and phosphatidylserine translocate to the external leaflet
17,8]. Hence, annexin V can then be used to specifically target
and identify apoptotic cells. Additionally, lymphocytes naturally
migrate to and from the lymphoid pools in an attempt to maintain
the immunity pool. Thus, CX5CR1 (known as fractalkine, neurotac-
tin) is a G-protein- coupled seven-transmembrane chemokine
receptor used as a marker of cell migration, being expressed on
NK cells, T cell subsets, monocytes/macrophages, dendritic cells,
and some malignant epithelial cells [9,10]. The interaction of CX5.
CR1 and its ligand mediates cell firm adhesion and migration
19,10]. However, whether resistance training (RT) acts as a suffi-
cient stimulus to induce apoptosis and migration in CD8+ and
CD4+ T cells subset is uncertain.

Studies have been focused to elucidate the immune response
primarily to aerobic and anaerobic exercise using cycle ergometry,
treadmill and outdoor running, with less research conducted on
the effects RT [3,11-13]. Results of leukocyte subset trafficking fol-
lowing RT display a large degree of inconsistency due to the wide
variability on protocols [14-16]. The American College of Sports
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Medicine [ACSM, 2009] highlights the benefits of RT in increasing
health, physical fitness, and life span [17]. Among the benefits
are increases in strength, power, muscular endurance, and fat-free
mass, which can be achieved by the manipulation of RT variables,
such as order of exercise, number of sets, intensity and rest interval
[17]. For example, Mayhew et al. [2005] demonstrated that RT with
shorter rest intervals (1 min) leads to markedly greater alterations
on immune cell count compared to longer rest intervals (3 min)
[13]. However, they used an exercise bout consisting of 10 sets of
10 repetitions at 65% of repetition maximum (1RM] in leg press,
which is not according to the ACSM [2009] recommendations
[17]. Moreover, most RT studies investigated mainly variations
on the immune cell count, with only one showing an alterations
on cell count and increased lymphocyte apoptosis after heavy RT
[4].

Kruger et al. [2011] reported that despite the wide area of appli-
cation and different user groups, less is known on positive or det-
rimental effects of RT on immune function. Some studies that
focused on these aspects were specifically designed to induce mus-
cle damage or were performed with unusual training methodolo-
gies, which may not reflect RT under practical conditions [18].
Thus, the characterization and understanding of the immune re-
sponse set for beginners may aid to the future design and dose-re-
sponse prescription of RT based on additional physiological
variables, rather than just neuromuscular and metabolic
parameters.

Therefore, the aim of the present study was to investigate the
acute effects of RT as recommended by the ACSM [2009] on
CD4+ and CD8+ T cell apoptosis and migration in novice individu-
als. A secondary objective was to investigate the immune cell re-
sponse to different rest interval lengths (1 min and 3 min). We
hypothesized that CD8+ T cells might exhibit higher responsive
on migration and apoptosis mainly in early exercise recovery (up
to 2 h), with greater magnitudes during a shorter rest-interval.

2. Material and methods
2.1. Subjects

Twelve healthy untrained young men (N=3) and women
(N=9) volunteered to participate. As previously shown, neither
gender nor menstrual cycle phase influences exercise-induced
lymphocyte apoptosis [5]. A comprehensive description of the
sample power is found in the statistical analysis.

Subjects were considered novice (untrained) according to ACSM
guidelines [2009], if they had no previous experience with regular
RT. In addition, female subjects did not take oral contraceptives for
at least 6 months before testing. Participants indicated they were
not currently using medication, dietary supplements, anabolic ste-
roids, alcohol and smoking, and were free of immune, muscular or
cardiovascular diseases. The Research Ethics committee of Western
Kentucky University granted approval for the study's procedures
and all participants provided written informed consent (HS12-
053). The study was conducted in accordance to the Declaration
of Helsinki. Anthropometric, body composition and hemodynamic
characteristics of subjects are presented in Table 1.

2.2, Study design

Each volunteer participated in eight testing sessions and were
asked to refrain from strenuous physical activity during the study.
Briefly, the first visit consisted of baseline anthropometric mea-
surements and a RT familiarization session. Subjects returned
72 h later to complete the second familiarization session. Visits
3rd to 6th consisted of performing the 10-repetitions maximal

Table 1
Baseline anthropometric, body composition and hemo-
dynamic characteristics of subjects.

Anthropometric variables Mean + SD
Age (years) 207+08
Body mass (kg) 739+19.3
Height (m) 1.70 + 0.07
Body composition variables

Body mass index (kg/m?) 252+53
Body fat (%) 158 +6.0
Fat-free mass (kg) 585+89
Fat mass (kg) 114+56
Seven skinfold thickness, mm 1350+£578
Hemodynamic variables

Systolic blood pressure (mmHg) 1100+76
Diastolic blood pressure (mmHg) 64.0+6.3
Heart rate (bpm) 707 +8.7

test-retest (10RM). The exercises tested were: chest press, leg
press, front lat pull-down, seated leg extension, up right row,
seated leg curl, triceps extension, calf rise and biceps curl.

On the seventh and eighth experimental days, RT sessions were
randomly performed with two different rest intervals (1 and
3 min) separated by 5 days. Before each RT session, subjects rested
for 10 min, followed by a finger-stick blood sample (PRE) [19].
Blood samples were obtained at three additional time-points:
immediately post-exercise (POST), 2 and 24 h after completion of
the session. The lymphocyte subsets investigated are described in
detail below.

2.3. Anthropometric, hemodynamic and body composition evaluations

Height was determined using a wall-mounted stadiometer,
body mass was recorded using a calibrated digital scale, and per-
cent body fat was estimated using a Lange skinfold caliper (Beta
Technology Inc., Cambridge, MA) and a 7-site skinfold equation.
Systolic and diastolic blood pressure were measured with a cali-
brated stethoscope and a sphygmomanometer.

2.4. Familiarization session and ten-repetitions maximal test

During the familiarization, the subjects received standardized
instructions on technique and they performed one exercise for each
main muscle group with 3 sets of 10-12 submaximal repetitions.
After the familiarization, 10RM tests were performed for all exer-
cises using a counterbalanced order on four separate days with a
minimum of 72 h between them. The heaviest load achieved during
the test was considered the 10RM. No exercise was allowed in the
72 h between tests to avoid interference in the test-retest reliabil-
ity. To minimize the error during tests, the following strategies were
adopted: (a) standardized instructions concerning the testing pro-
cedure were explained to each participant before the test; and (b)
the mass of all weights and bars used were determined using a pre-
cision scale. The 10RM was determined in fewer than 5 attempts
interspersed with a rest interval of 5 min, and 10 min was allowed
before the beginning of the next testing. On each test and re-test
trail, four or five exercises were tested using a counterbalanced or-
der, alternating lower and upper limbs. All test-retest and training
sessions were performed at the same time of the day. The intraclass
correlation coefficient (model 1.1 one-way random single mea-
sures) revealed an optimal reliability for all exercises (R = 0.98).

2.5. Resistance training sessions

Approximately five days after the familiarization and testing
sessions, another baseline blood sample at the same time of day
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was collected. This procedure guaranteed that the familiarization
period did not modify the immune parameters. After a warm-up
(set of 10 repetitions of chest press at 40% of 10RM), all subjects
completed the first exercise bout consisting of nine RT exercises
utilizing the following order: chest press, leg press, front lat pull-
down, seated leg extension, up right row, seated leg curl, triceps
extension, calf rise and biceps curl (Cybex International, Medway,
MA, USA). For all exercises, three sets were performed at 10RM.
A rest interval of 1 or 3 min was allowed between sets and exer-
cises, and the total duration of the session was 50-80 min.

Seven days after the first RT session, subjects completed a sec-
ond trial with the same protocol characteristics, with the exception
of the rest interval between sets and exercises (1 or 3 min). Partic-
ipants were instructed to perform each repetition at a moderate
velocity (i.e., 3 s for concentric and eccentric phases, respectively).
The exercise order was consistent during the entire study. Sessions
were supervised by experienced strength training professional and
were designed according to the ACSM guidelines [2009] for novice
individuals.

2.6. Blood analysis

All flow cytometry antibodies and buffers were obtained from
e-Bioscience (San Diego, CA, USA) unless noted otherwise. The
investigated lymphocyte subsets were: CD4+, CD4+/CDG9+, CD8+
and CD8+/CD69+ with cell surface markers annexin V+ and CX3CR1
(BioLegend, San Diego, CA, USA). The protocol of blood analysis for
lymphocyte subsets has been described previously [19]. Briefly,
whole blood (20 pL) was added to an appropriate antibody panel
(250 pL) and incubated in a dark room for 30 min. After incubation,
samples were centrifuged for 5-10 min, decanted, and thoroughly
vortex before the addition of red blood cell lysis buffer. After the
10-min lysis period, phosphate buffered saline was added and
samples were centrifuged, decanted, and vortexed before analysis
by flow cytometry (C6, Accuri, Ann Arbor, MI, USA). At least
10,000 events were counted in the lymphocyte gate, initially deter-
mined from front and side-scatter characteristics. Further gating to
distinguish CD4+ and CD8+ populations was determined in the
FL-2 channel via the PE fluorochrome. The markers for apoptosis
(annexin V) or migration (CX3CR1) were further noted for cells in
each subfraction via the FITC fluorochrome and FL-1 channel.

2.7. Statistical analyses

The Shapiro-Wilk normality test and homoscedasticity test
(Mauchly) were used to test the normal distribution of the data.
To control for sphericity, the correction of Greenhouse-Geisser
was applied. Absolute changes from rest (A baseline) values were
calculated according to the following formula: [(measure-base-
line)-baseline ']-100. As we expected the absolute change from
rest with regard to apoptotic and migratory markers to be similar
to the change in cell counts, the Chi squared test ( #?) was applied.
The alpha level was set at p < 0.05. Differences between time-
points (Pre, Post, 2H Post, 24H Post) were determined through a
one-way repeated measures ANOVA, and Tukey HSD post hoc anal-
ysis when appropriate. Power analysis was carried out utilizing the
data of Mars et al. in which a 45% increase in apoptotic cells were
noted following an acute exercise bout (effect size=0.8, al-
pha =0.05, beta =0.80) [20]. To detect this increase in lymphocyte
apoptosis, a minimum of 8 subjects were necessary. The statistical
analyses were performed using SPSS 17.0 (SPSS, Chicago, IL).

3. Results

While the CD4+ cell count tended to increase immediately fol-
lowing the RT, no statistically significant changes were noted after

Hyper-1 and Hyper-3 (p = 0.35; Fig. 1A). However, there was an in-
crease in the percentage of CD4+ positive for annexin V+ and CX3.
CR1+ cells count immediately after and 24h post Hyper-1
(p<0.05), with no differences 2h post Hyper-1 (p>0.05;
Fig. 2A). Percentage of CD4+ positive cells count for annexin V+ in-
creased 2 and 24 h post on Hyper-3 (p < 0.05; Fig. 2B). Positive
CD4+ cells for CXCR1+ decreased 2 and 24h post Hyper-3
(p<0.05; Fig. 2B). There was no difference in CD4+ marked with
annexin V+ and CX3CR1+ cells count immediately after Hyper-3
(p>0.05; Fig. 2B). The percent of CD4+/CDG9+/annexin V+ cells
count was significantly altered with RT exercise. When a 1-min
rest period was utilized (Hyper-1), a significant increase in cells
count was observed at 2 h post-exercise (p=0.05, see Fig. 1C).
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Fig. 1. CD4+ (A), (D8+ (B) cell count (average + SEM) and percentage of CD4+/
CD69+/annexin V+ cells (C) at rest, immediately following RT exercise, and 2 and
24 h following bouts following ACSM recommendations for novice individuals with
1 min (Hyper 1) or 3 min (Hyper 3) rest periods (p=0.35, p=0.75 and p<0.05,
respectively). Significance was determined using one-way repeated measures
ANOVA. *Significantly greater than all other groups (p < 0.05), "significantly greater
than POST and 2H Post (p<0.05). PRE, before the exercise sessions; Post,
immediately post-session; 2H Post, 2 h post-sessions; 24H post, 24 h post-sessions.
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Alternatively, with 3 min rest between bouts (Hyper-3) a signifi-
cant rise in CD4+/CD69+/annexin V+ cells count was noted at the
24 h post sampling point (p = 0.05, see Fig. 1C).

Similarly, CD8+ total cell count presented no change after Hy-
per-1 and Hyper-3 (p =0.75; Fig. 1B). There was a significant in-
crease in CD8+ positive for annexin V+ and CX3CR1+ cells count
immediately after, 2 and 24h post Hyper-1 and Hyper-3
(p < 0.05; Fig. 2C and D). Comparisons between Hyper-1 and Hy-
per-3 revealed no differences between the same time-points
(p>0.05). No differences were noted for CD8+/CD69+/annexin
V+ cells count (p > 0.05).

4. Discussion

To the best of our knowledge, this is the first study to investi-
gate both markers of apoptosis and migration in different lympho-
cytes subsets after an acute RT session as recommended by the
ACSM [2009] for novice individuals. The initial hypothesis raised
was partially confirmed, and the main findings were: (a) ACSM
guidelines [2009] for novice in RT can modulate the migration
and apoptosis of CD4+ and CD8+ lymphocytes; (b) apoptosis and
migration on CD4+ and CD8+ lymphocytes remain elevated 24 h
after an acute RT session; (c¢) CD4+ and CD8+ cell count presented
no change immediately, 2 and 24 h after RT; (d) CD8+ lymphocyte
present a higher responsiveness than CD4+ after a RT session for
apoptosis and migration; (e) rest-interval exerted minimal effects
on apoptosis and migration of lymphocytes subsets.

Exercise induces physiological changes on the immune system,
including lymphocytes and their subpopulations [1,3,6,21]. Previ-
ous studies observed that after intense exercise the immune re-
sponse is characterized by a decreased lymphocyte count
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(lymphocytopenia), suppressed function of cells associated with
natural immunity, and suppressed lymphocyte proliferation
[1,16]. Possible explanations for the observed lymphocytopenia
after exercise are the elimination through programmed cell death
(apoptosis), movement of cells from the circulation (migration),
or a combination of both. Apoptosis has been demonstrated follow-
ing endurance exercise of different duration and intensity, such as
marathon runs, treadmill running, cycle ergometer exercise and
intensive RT [4,22,23]. The mediators of exercise-induced lympho-
cyte apoptosis have been discussed intensely. Increased lactate
production, acute-phase proteins, and decreased blood pH, as well
as elevations on TNF-o, IL-6, C-reactive and cortisol are known
triggers of apoptosis in different cell types [24-26], including lym-
phocytes [3,27,28]. These mediators can partially explain the in-
crease of apoptosis in CD4+ and CD8+ lymphocyte subsets
immediately and 2 h post-exercise. Surprisingly, the results from
the present study revealed that apoptosis of CD4+ and CD8+ lym-
phocytes subsets remained increased 24 h after an acute RT session
in novice individuals indicating that other factors and mechanisms
are involved with the regulation of apoptosis in the post-exercise
period. Tuan et al. [2008] observed an increase of pro-apoptotic
death receptor ligands (TNF-a and sFasL) up to 72 h after three
days of consecutive strenuous treadmill running in trained individ-
uals, indicating that cell sensitivity to apoptosis can be enhanced
even three days following intense exercise [23]. In addition, severe
exercise (40 min of cycle ergometer at 80% of VO,max) has been
shown to compromise cell resistance to oxidant-induced apoptosis
and increased the activity of the pro-apoptotic proteins caspase-8,
caspase-9 and caspase-3 on lymphocytes [29].

There is limited literature focused on the apoptotic response
following RT. Boroujerdi and Rahimi [2011] reported that 4 sets
of 5 RT exercises (bench press, leg press, shoulder press, arm curl,
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Fig. 2. Data (average + SEM) is for cell count, apoptosis (annexin V+), and cellular migration (CX3CR1+) in CD4+ and CD8+ lymphocytes at rest, immediately following RT
exercise, and 2 and 24 h following bouts following ACSM recommendations for novice individuals with 1 min (Hyper 1) or 3 min (Hyper 3) rest periods. Significance was
determined using the Chi squared test [ #2) comparing the observed changes in annexin V+ and CX3CR1 to the expected changes in cell count. *Indicates significant difference
at p=0.01; **indicates significant difference at p= 0.001. Post, immediately post-session; 2H post, 2 h post-sessions; 24H post, 24 h post-sessions.
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and lat pull down) completed at 65 and 80% of 1RM did not signif-
icantly affect serum measurements of caspase-3 or caspase-9 in
resistance-trained men. While the immune parameters specific to
our study were not measured, the previous investigation utilized
2-min rest periods between sets, and a 1 s concentric and 3 s
eccentric velocity speed [30]. A recent study from Kriiger et al.
[2011] compared the effects of two different RT intensities {60%
versus 75% of 1RM) on the lymphocyte apoptotic response [4]. Re-
sults revealed that apoptosis as marked by annexin V+ was ele-
vated up to 3 h after 75% of 1RM, but not after 60% of 1RM and
returned to baseline values within 24 h. Additionally, the apoptotic
response was significantly correlated with cortisol elevation 3 h
after RT. These results are different as compared with the present
study, where we found an increase in apoptotic lymphocyte sub-
sets up to 24 h after RT. Differences may be associated to the use
of annexin V+ on total lymphocytes and not specific subsets, cell
migration was not evaluated, the protocol in the present investiga-
tion was according to ACSM recommendations for novice individ-
uals, and the individuals who participated in our study were all
considered untrained.

Cells migrate to and from the lymphoid pools in an attempt to
maintain the homeostasis of immunity. Post-exercise lymphocyto-
penia is well-documented and suggested to be also attributed to
the egress of lymphocytes from the vascular compartment [31].
Our data showed an increased migration of CD4+ and CD8+ lym-
phocytes subsets up to 24 h after RT. In accordance, Simpson
et al. [2007] observed that migration of lymphocyte subsets to
other body compartments could be responsible blood lymphocytes
decrease rather than apoptosis and may contribute to the lympho-
cytopenia following high intensity downhill running [32]. Further-
more, Friedman et al. [2012] examined the effect of repeated
intermittent high intensity bouts of exercise on lymphocyte subset
migration [6]. They found a decrease in CD8+ and CD8+/CD45RA+
cells accompanied by a significant increase of CX3CR1 cell migra-
tion receptor [6]. This is consistent with the findings of previous
investigations, reinforcing the idea of lymphocyte migration rather
than apoptosis by using cell adhesion-activation markers in partic-
ipants who completed intense exercise [32-34]. However, these
events may be associated and/or obey a time-point physiological
response after exercise.

We observed that CD8+ lymphocyte subset present a higher
responsiveness than CD4+ for apoptosis and migration after an
acute RT session. In fact, it has been reported that exercise affects
CD8+ cell redistribution to a greater extent than CD4+ cells because
of the effect of epinephrine, and the fact that CD8+ cells have a
higher number of B2-adrenergic receptors [21,35]. In addition,
Friedman et al. [2012] showed that intense exercise induced lym-
phocytosis of CD8+ and CD8RA+ subsets accompanied by cellular
migration from the vascular compartment rather than cell death
|6]. It is possible that this response represents a protective mecha-
nism to CD8+ cells with preference to migration into the lymphoid
pools rather than deletion through apoptosis, so that these special-
ized cells with the ability to carry out cell to cell mediated death
may be available upon a subsequent immune challenge. However,
our results revealed that both markers of apoptosis and migration
of CD4+ and CD8&+ were elevated up to 24 h after an acute RT ses-
sion. An additional explanation would be the return of these cells
from lymphoid and non-lymphoid compartments, and possibly a
delayed apoptosis in the circulation and/or tissue, considering that
cell count remained stable during this time-point analysis [31].
Furthermore, Kriiger et al. [2009] proposed that apoptosis of lym-
phocytes induced by exercise would be a regulatory mechanism to
remove activated and potentially autoreactive immune cells [31].
The current investigation provides support regarding the CD4+
lymphocyte subset, as we observed significant increases in
activated helper T cells that were positive for the apoptotic marker

(CD4+/CD69+/annexin V+) that was present from 2-24 h following
the RT bouts. Finally and not less important, the “immune space
theory” indicates that acute exercise might create immune space
by removing excess clones of antigen-specific terminally differen-
tiated T cells and potentially provide new and highly fulfill the va-
cant space and contribute to an expanded naive T-cell repertoire
[2].

Furthermore, a limited number of animal and human studies
have determined the extent to which exercise induced immune
changes alter susceptibility to diseases, such herpes simplex and
influenza virus infection [36]. The clinical significance of these
changes in innate and acquired immunity with acute exercise
and training remains unknown. Acute bouts of moderate exercise
(i.e., ACSM recommendations of prescription for novice individu-
als) have little impact on mucosal immunity, while prolonged
exhaustive exercise (i.e., elite endurance athletes after single bouts
of ultra-endurance exercise) can evoke a decrease in saliva secre-
tion of immunoglobulin A (SIgA), which is the major effector of
the mucosal immune system, providing the ‘first line of defense’
against pathogens |36]. Agreement exists that reduced levels of
saliva SlgA are associated with increased risk of upper respiratory
tract infections during heavy training. Future studies should be de-
signed to challenge participants with antigenic stimuli (keyhole
limpet haemocyanin or influenza) and assess relevant antigen-dri-
ven responses, including antigen specific cell-mediated delayed
type hypersensitivity responses, or circulating antibody responses.
Whether changes of this magnitude are sufficient to alter host de-
fense, disease susceptibility or severity remain controversial.

The present study has some limitations that should be consid-
ered, we only provide data on numbers of cells expressing a partic-
ular surface marker that is associated with apoptosis or migration/
cell adhesion and whether these cells effectively went into cell
death or migrated into e.g. the vascular endothelium was not
investigated. Lack of cytokine (TNF-o, IL-1a, IL-1f and IL-6), hor-
mone (cortisol and epinephrine) and oxidative stress assays which
can contribute to better comprehensive and significance of the
results.

In summary, although RT sessions prescribed in the present
study were according to the recommendations of the ACSM
|2009] for novice individuals, significant apoptosis and migration
of CD4+ and CD8+ lymphocytes was found even 24 h after exercise,
with minimal effects of rest interval length. This produces new in-
sights showing that these protocols are dose-response sufficient to
active immune markers of apoptosis and migration, including a
marker of activated lymphocyte, CD69+. Future studies should be
designed to investigate if this increase of apoptosis and migration
is accompanied by the replacement of naive T-cells by the bone
marrow.
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Introduction

Chronic inflammation has been identified as an important component of metabolic
syndrome (MetS). Inhibition of the inflammatory mediator signals is a promising
strategy against insulin resistance, atherosclerosis and other problems associated
with MetS. Regular exercise decreases the components associated with MetS,
including inflammatory cytokines. However, the relationship between an acute
resistance training (RT) session, cytokine levels and MetS is unclear. Therefore, the
aim was to evaluate the effects of a single bout of acute RT on tumour necrosis fac-
tor (TNF-at), interleukins (IL) IL-1a, IL-1f, IL-12, IL-6, IL-10 and osteoprotegerin
(OPG) in women with MetS. Twenty-four women were divided into 2 groups:
metabolic syndrome (MetS) and non-metabolic syndrome (Non-MetS). After the
familiarization and testing for 1 repetition maximum (1RM), participants com-
pleted 3 sets of 10 repetitions in the following exercises: machine leg press, leg
extension, leg curl, chest press, lat front pull-down and machine shoulder press
with 60% of 1RM followed by 15 repetitions of abdominal crunches. A rest inter-
val of 1 min was allowed between sets and exercises. Plasma TNF-«, IL-1a, IL-1f3,
IL-12, IL-6, IL-10 and OPG were measured before, immediately post and 60 min
after RT. MetS group showed significandy higher concentrations of IL-1p
(P=10-024) and IL-6 (P =0-049) and a trend for higher TNF-o values
(P = 0-092) compared with Non-MetS. There was no group X time interactions
after the RT session on the measured cytokines and osteoprotegerin. In conclusion,
acute RT session induced no additional increase in pro-inflammatory cytokines nor

a decrease in anti-inflammatory cytokines and OPG in women with MetS.

with interleukin-6 (IL-6) and interleukin-1beta (IL-1f)

cytokines plays a central role on immune responses and

There has been a dramatic increase in the worldwide preva-
lence of obesity (Catenacci et al., 2009). Apart from this, obes-
ity is associated with the development of several chronic
diseases, including cardiovascular diseases, type 2 diabetes and
metabolic syndrome (MetS) (Guh e d., 2009). Low-grade
chronic inflammation is one of the key metabolic alterations
associated with excessive caloric intake, adiposity and reduced
physical activity levels, and is involved in the pathobiology of
obesity and MetS. The development of MetS components is
primarily associated with low-grade systemic inflammation.
For example, tumour necrosis factor-alpha (TNF-o) together
© 2012 The Authors

inflammatory processes (Dinarello, 1996). Additionally, these
inflammatory cytokines are known to contribute to the devel-
opment of atherosclerosis, insulin resistance and hypertension,
which are criteria for MetS diagnosis (Festa et al., 2000;
Robbie & Libby, 2001).

Resistance training (RT) is a potent activator of the immune
system as seen by the changes in pro-inflammatory and anti-
inflammatory cytokine concentrations (Mathur & Pedersen,
2008; Beavers et d.,

shown that chronic exercise training reduces the production

2010). Previous investigations have

of pro-inflammatory mediators and increases the action of
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anti-inflammatory mediators, which confers to exercise an
important non-pharmacological strategy to reduce the long-
term risk of MetS development (Mathur & Pedersen, 2008;
Beavers et al., 2010). In spite of this, there is limited and con-
troversial data regarding the effects of an acute bout of RT on
inflammatory mediators in women with MetS (Mathur &
Pedersen, 2008; Calle & Fernandez, 2010). Generally, when
IL-6 is secreted by skeletal muscle during RT, there is an
increase in anti-inflammatory cytokines such as IL-10 and IL-
Ira and a decrease in IL-1f and TNF-o several hours after the
bout (Mathur & Pedersen, 2008; Brandt & Pedersen, 2010).
However, previous studies employed a broad variation of
exercise protocols, different muscle groups and intensities,
and in general, they failed to demonstrate a consistency in
most of the circulating cytokines measured after a single RT
bout in untrained or trained healthy participants (Hirose et al.,
2004; Peake et al., 2006; Bloomer, 2007; Buford et al., 2009;
Uchida et d., 2009; Calle & Fernandez, 2010). A possible
explanation could be related to the intervals for sampling that
were too separate from the exercise bout leading to clearance
of cytokines from circulation before being measured.
Izquierdo et al. (Izquierdo et al., 2009) suggest that to evaluate
an acute bout of RT, it is better to choose sampling time
points as well as immediately, 1, 2, 4 or 6 h to cover a wider
specrum of cytokine kinetics. In addition, the protocols
applied in most of the investigations did not correspond to
daily exercise used in rehabilitation clinics and gyms for
beginners (Kraemer et al., 2002). Moreover, the acute effect of
an RT session on cytokines might be different in patients with
MetS, which present low-grade chronic inflammation. The
first step to investigate the metabolic adjustment and cellular
repair processes initiate with acute studies, such as the
response of cytokines to a single bout of RT in patients with
MetS. These results can improve the understanding of the
physiological adaptations to chronic training, safety and
prescription.

Osteoprotegerin (OPG) is a secreted glycoprotein belonging
to the TNF receptor superfamily and acts as a blocking recep-
tor by binding to the receptor activator of the nuclear factor
kB ligand (Reid & Holen, 2009). Therefore, OPG is associated
with obesity, atherosclerosis, type 2 diabetes mellitus, coro-
nary artery disease and endothelial dysfunction (Nabipour
et al., 2010; Blazquez-Medela et al., 2011). Although previous
research has target the effects of RT on cytokines, there are
very limited data regarding the reladonship between OPG,
cytokines and MetS. In a cohort of patients with peripheral
artery disease, serum concentrations of OPG were elevated in
those individuals with obesity and the MetS (Golledge et dl.,
2008). In contrast, in an ageing male population, there was
no statistical difference in OPG values between men with or
without MetS (Gannage-Yared et al., 2006).

Thus, the aim of this study was to investigate the effect of
an acute RT session on the serum concentrations of TNF-o,
IL-1a, IL-1f, IL-12, IL-6, IL-10 cytokines and OPG immedi-

ately after and 60 min following exercise. We hypothesized
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that patients with MetS would exhibit higher baseline values
of TNF-o, IL-1P and IL-6 than healthy participants and that an
acute session of RT could increase anti-inflammatory and OPG
levels and decrease pro-inflammatory cytokines mainly in

patients with MetS.

Materials and methods
Participants

Twenty-four sedentary (< 2 h week ! of physical activity in
the previous 12 months) middle-aged adult women were
recruited on a voluntary basis from the local community. For
details of the power of sample, see statistical analysis topic. To
participate in the study, individuals were classified as over-
weight or obese according their body mass index (BMI)
according to the World Health Organization guidelines. Each
subject completed a thorough physical examination, including
a medical history, resting and exercise electrocardiogram,
blood pressure assessment and orthopaedic evaluation before
the experimental protocols. The exclusion criteria included:
physical disabilities, musculoskeletal disease, recent use of any
medication and smoking or drug/alcohal abuse.

Participants were divided into two groups: non-metabolic
syndrome (Non-MetS) and metabolic syndrome (MetS). MetS
was defined by the presence of at least three of the following
abnormal cardiovascular risk factors according to the joint
statement from the International Diabetes Federation (IDF): (i)
waist circumference > 88 cm  in  women, (ii) triglyce-
rides > 1-7 mmol/], or on drug treatment, (iii) HDL-C < 1-3
mmol/] for women, or on drug treatment, (iv) blood
pressure > 130/85 mm Hg, or on drug treatment; and
(v) fasting glucose > 5-55 mmol/l, or on drug treatment
(The IDF consensus worldwide definition of metabolic syn-
Available at:

drome). All participants signed an informed consent document,

drome. http:/ /www.idf org/ metabolic-syn-
and the study was approved by Instiutional Ethics Committee
for Human Research (protocol #376/2010). Additionally, all
experimental procedures followed the ethical consideration of
the Helsinki Code. Investigators explained the purpose of the
study, the protocol to be followed and the experimental proce-
dures to be used prior to participation in the study. The general
characteristics of the sample are presented on Table 1.

Study design

Initially, participants performed anthropometric, body compo-
sition and hemodynamic evaluations and completed 2 weeks
of familiarization on six exercises. After the familiarization
period, participants completed the maximal strength testing
(1RM) in each exercise and were assigned to a RT session
3 days later. During the pre-intervention period, participants
remained at rest, and venous blood samples were obtained
from the antecubital vein into a 10-ml collection tube using a
standard Vacutainer apparatus at baseline. Prior the RT bout,

© 2012 The Authors
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Table 1
and hemodynamic characteristics of subjects.

Baseline anthropometric, body composition, biochemical

Non-MetS MetS P

Anthropometric

pa_ra]neters
Age (years) 34 + 68 35 £ 84 0-813
Body mass (kg) 609 = 66 77:7 = 11:7*  0-000
Height (m) 1:57 £ 0-05 1:59 = 0:06 0:448
Neck circumference (cm) 327 £ 17 354 & 1.2° 0:000
Waist circumference (cm) 778 £63 91.5 + 9.6 0-000
Hip circumference (cm) 99-3 £ 5.7 109-1 + 8.5° 0-003
Waist/hip ratio 0-78 £ 0-04 0-84 + 0-07* 0-036
Waist/height ratio 0-49 £+ 0-04 0-58 £ 0-07* 0-001
Body composition

parameters
Body mass index (kg m™%) 244 + 22 304 + 3-9° 0-000
Body adiposity index (%) 14-8 £ 2:5 20-2 + 3:9° 0-001
Body fat (%) 293 & 3.7 363+ 395  0.000
Fat body mass (kg) 1740 £ 56 28.5 + 3° 0-000
Lean body mass (kg) 40-5 £ 2.9 49.2 + 5.9° 0-000
Biochemical parameters
Blood glucose (mg dl™") 83-0 + 8-5 97-8 £ 20-4°  0-020

Triglycerides (mg dl™') 734 + 251 1582+ 492 0-370
HDL-C (mg dl ) 54.5 %121  45.0 = 10-0° 0-010
Hemodynamic parameters
Systolic blood pressure 1110 £9-6 127-6 = 146 0-004

(mmHg)
Diastolic blood pressure 748 £ 6:6 82:5 & 10-0° 0-039

(mmHg)
Heart rate (HR) (bpm) 815 +12-4 82:6 = 17-1  0-861

“Significantly different from Non-MetS.

participants underwent a warm-up consisting of 5 min walking
on a weadmill (Johnson, Landmark Drive, Cottage Grove, Wis-
consin, USA). The participants completed the resistance training
protocol of the seven exercises (see below the RT session). After
the exercise intervention, venous blood samples were obtained
from the antecubital vein immediately after and 1 h following
the bout for further analysis. For the RT protocol, participants
started the resistance exercise at 0800 after a standardized
breakfast. Participants were advised to avoid any type of exer-

cise and alcohol for 2 days before the experiment (Fig. 1).

Resistance training protocol

After a general warm-up and a specific warm-up session con-
sisting of 15 repetitions at 30% of IRM on each training
devise, the subjects performed a whole-body RT programme
including seven different exercises: machine leg press, leg
extension, leg curl, chest press, front lat pull-down and
machine shoulder press followed by 15 repetitions of abdomi-
nal crunches. Resistance exercise intensity was defined individ-
ually as 60% of the IRM and 10 repetitions each set. A rest
interval of 1 min was used between sets and exercises. Total
duration of the exercise test was about 40 min. Participants
were instructed to perform each repetition at a moderate
velocity (i.e. 2 s concentric and 2 s eccentric). The exercise
© 2012 The Authors
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order was consistent for all participants from the familiariza-
tion to the RT session. To minimize the effects of diurnal vari-
ations, all testing was performed in the morning hours (0800
and 1000). All sessions were supervised by an experienced
strength training professional. This progression of a RT was
‘individualized’ and appropriate and specific training goals for
untrained patients with metabolic syndrome (Kraemer et dl.,

2002; Sundell, 2011).

Anthropometric, body composition and hemodynamic
evaluation

Height and weight were measured for the calculation of the
BMI. All circumferences were obtained using a non-elastic
tape; measurements were obtained in triplicate and then aver-
aged. Neck circumference was obtained with the subject sit-
ting with the head in the Frankfort horizontal plane position.
Briefly, a measuring tape was applied around the neck inferior
to the laryngeal prominence and perpendicular to the long
axis of the neck, while the minimal circumference was
measured and recorded to the nearest 0-1 cm (Yang et dl,
2010). Waist circumference was measured at the mid-point
between the lower rib margin and the iliac crest (Yang et al.,
2010). Body adiposity index was determined by the following
(BAI = [(hip  circumference)/ ((height)1-5)-18)]
(Bergman et al., 2011). In addition, body fat percentage was

formula:

determined by the Jackson and Pollock seven-site skinfold pro-
tocol (Pollock & Jackson, 1984). Skinfold thickness was mea-
sured at seven sites: sub-scapular, triceps, biceps, chest,
abdomen, thigh and suprailiac, by a Lange skinfold caliper
(Beta Technology Inc, Santa Cruz, CA, USA). Three measure-
ments were made of each skinfold, and the average value was
used to calculate body composition.

Systolic (SBP) and diastolic blood pressure (DBP) were mea-
sured with a validated oscillometric device (Microlife 3ACI-1,
Widnau, Switzerland). Blood pressure was assessed in tripli-
cate (measurements separated by 5 min) with the mean value
used for further analysis. Heart rate (HR) was measured by a
HR monitor ([“ola.r® $810i, Polar EHecto Oy, Kempele,
Finland).

Familiarization and maximal strength testing

During the familiarization weeks, subjects were advised
regarding the execution of proper technique. Participants
completed 3 sessions/week, with one exercise for each main
muscle group at a volume consisting of 3 sets and 1012 sub-
maximal repetitions.

After 2 weeks of adaptation to the exercises, 1RM tests
were performed on four different days separated by a mini-
mum of 48 h. All tests were performed with 10 min of rest
intervals between exercises. The order of the exercises was as
follows: chest press, front lat pull-down and machine shoulder
press (days 1 and 2); machine leg press, leg extension and leg

curl (days 3 and 4) (Johnson). The protocol consisted of a
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Assessed for eligibility
(m=32)

Figure 1
ment, allocation and design study.

Flowchart describing the enrol-

Enrollment and allocation

Excluded (n=5)
Not meeting inclusion
criteria (n=3)

Allocated 2 groups (n=24)

Non-MetS
(n=12)

MetS
(n=12)

Study design l |

Anthropometric, body composition and hemodynamic evaluations |

l’ 1 day after

|

I 2 weeks of familiarization and maximal strength testing (1RM) I

l 3 days after

Acute resistance training session

between sets and exercises.

crunches

- 3 sets of 10 repetitions with 60% of 1RM, one minute rest interval

- Exercises: machine leg press, leg extension, leg curl, chest press, front lat
pull-down and machine shoulder press and 15 repetitions of abdominal

|

Venous blood sample collected
immediately after and 1 hour after

|

I Cytokines and osteoprotegerin assay

light warm-up of 10 min of treadmill running followed by
eight repetitions at 50% of estimated 1RM (according to the
participants’ capacity verified in the 2 weeks of adaptation).
After a rest of 1 min, subjects performed three repetitions
with 70% of the estimated 1RM. Following 3 min of rest,
participants completed 3-5 IRM attempts interspersed with 3-
to 5-min rest intervals, with progressively heavier weights
(~5%) until the 1RM was determined. The range of motion
and exercise technique was standardized according to the
descriptions of Brown and Weir (Brown & Weir, 2001). After
48 h, all tests were repeated for the determination of the
intraclass correlation (chest press, r = 0-99; front lat pull-
down, r = 0-97; machine shoulder press, r = 0-98; machine
leg press, r= 0-97; leg extension, r = 0-98; and leg curl,
= 0:98).

Cytokine assay

After blood collection, samples were centrifuged at room
temperature at 2,000 rpm for 15 min. The serum was
removed and frozen at —80°C for further analysis. Serum was
analysed for serum amyloid A using a DADE Dimension RXL
clinical chemistry analyzer (Dade-Behring, Inc, Newark, DE,
USA).(Haugen et a., 2010) The analyzer was calibrated daily
using Liquid-Assayed Multiqual (Bio-Rad, Hercules, CA, USA),
and two levels of quality control with known concentrations
were performed. In addition, serum TNF- o, IL-1a, IL-1f, IL-
12, IL-6, IL-10 and OPG were assessed using commercially
available enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kits
(Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, USA; EMD Chemicals Inc.,

San Diego, CA, USA). Standard curves were generated using
commercially available microplate reader-compatible statistical
software (MicroWin 2000, Microtek Laborsysteme GmbH,
Overath, Germany). All samples were determined in duplicate
to guarantee the precision of the results. The intra-assay coef-
ficient of variation was 2-9-9-5%, the inter-assay coefficient
5-9-7-0%, the

of variation was and

0-0093 pg ml™ ",

sensitivity was

Statistical analysis

The power of the sample size was determined using G*Power
version 3.1.3 (Erdfelder, Faul, & Buchner, 1996; Kiel, Ger-
many), based on the magnitude of the mean differences of
cytokines between the groups. The required effect size for a
sample size of twenty-four with the level of significance set at
P =0-05 and power (I — P) = 0-80 was 0-60 (medium
effect size). Only TNF-o, IL-6 and IL-1b achieved the required
effect size. The variables IL-12, IL-1a, IL-10 and OPG did not
reach the required effect size for this study, undermining the
power of the sample. Data are presented as mean + standard
deviation, or mean and 95% confidence interval, as appropri-
ate. For statistical analysis, anthropometric, biochemical, he-
modynamic measurements and baseline cytokines levels were
tested or logarithmically transformed to obtain a normal dis-
tribution (Shapiro Wilk, P>0-05). Student’s t-tests for indepen-
dent samples were used to compare the groups in terms of
anthropometric, biochemical, hemodynamic measurements and
baseline pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines lev-
els. Fisher’s exact test was used to find the significance of

© 2012 The Authors
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change in pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines
levels postexercise and post-60-exercise between Non-MetS
and MetS group. To perform the Fisher’s exact test, the cyto-
kine levels postexercise and post-60-exercise were categorized
into ‘increased’, ‘decreased’ and ‘no change’ in relation to the
baseline levels. The statistical analyses were performed using
SPSS 17-0 (SPSS, Chicago, IL, USA). A P value < 0-05 was
considered as statistically significant.

Results

Table 1 presents the general characteristics of the two groups.
As a result of the study design, the MetS group was classified
as overweight and obese and presented significantly higher
values of BMI, body adiposity index, neck, waist and hip cir-
cumferences, waist-to-hip and waist-to-height ratio than the
Non-MetS group (Table 1). In addition, the MetS group had
higher values of glucose and lower values of HDL (Table 1).
Hemodynamic parameters such as SBP, DBP and HR were
within normal range for both groups.

Serum levels of cytokines and OPG at baseline, immediately
after and 1 h postexercise are presented in Table 2. At base-
line, the MetS group showed higher concentrations of IL-1f (t
(11) = —2:627, P=0-024) and IL-6 (¢ (21) = —1.992,
P = 0-049) and a trend for higher values of TNF-a (t (22) =
—1-763, P =0-092). No statistically significant differences
were observed for IL-la, IL-12, IL-10 and OPG between
groups at baseline (Table 2). In addition, no statistical differ-
ences between groups were observed for cytokines and OPG
immediately after and 60 min following exercise.

In the absence of changes detected by the Swmdent’s t-test,
Fisher’s exact test has been used to explore the significance of
change in cytokines postexercise and post-60-exercise between
Non-MetS and MetS groups. Table 3 shows the results from
the Fisher's exact test comparing the change in cytokines and
OPG between MetS and Non-MetS. 83-3% of Non-MetS
showed a rise in TNF-o levels postexercise, while 58-3% of
MetS showed a decrease or no change in TNF-u levels postex-
ercise. Thus, there is a trend for women in the Non-MetS

group to increase the levels of TNF-o, whereas MetS group
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either decreases or presents no change postexercise
(P = 0-089). Further, it was observed that 72-7% of the MetS
group continued to present a decrease in TNF-o levels post-
60-exercise, which was not observed in the Non-MetS group.

Among the Non-MetS and MetS groups, 50% showed a rise
in IL-1f levels, while 50% showed a decrease in IL-1/} postex-
ercise. However, when compared to pre-exercise values, there
was a trend (P = 0-145) for MetS to decrease IL-1f concentra-
tion (62-5%), while the Non-MetS group increased post-60-
exercise (80%, see Table 3).

The majority of the Non-MetS group (75%) showed an
increase in IL-6 levels post-60-exercise, while 54-4% of the
MetS group showed a decrease post-60-exercise (Table 3).
Non-MetS (70-0%) and MetS (54-5%) groups exhibited a
trend towards increased IL-12 levels only post-60-exercise
(P = 0-117). The majority of the MetS group showed a rise in
IL-1a levels postexercise (62-5%) followed by a decrease or
no change post-60-exercise (87-5%), although this was not
significant when compared with the Non-MetS group
(P = 1-000 and P = 0-545). IL-10 levels tended to increase or
present no change in MetS group (70%) and to decrease or
no change in Non-MetS (71-4%) postexercise (P = 0-315).
After RT exercise, both Non-MetS (85:7%) and MetS (88-9%)
groups showed an increase in IL-12 levels post-60-exercise.
Changes in OPG levels between pre- and postexercise or pre-
and post-60-exercise showed a wide variation in both groups.
In contrast, when compared to postexercise, both Non-MetS
(72-7%) and MetS (58-3%) groups presented a slight fall or
no change in OPG levels post-60-exercise, although this was
not significant (P = 0-659; Table 3).

Discussion

The aim of this study was to examine the effect of an acute
RT session on the serum levels of cytokines and OPG in
women with and without metabolic syndrome. Thus, our ini-
tial hypothesis was partially confirmed, because patients with
MetS exhibited higher baseline values of IL-1ff and IL-6 than
Non-MetS participants. However, there were no significant

changes after the acute RT session on cytokines and OPG. Fur-

Table 2 Circulating serum levels of TNF-a, IL-1a, IL-1b, IL-6, IL-12, IL-10 and OPG at baseline as well as immediately and 1 h postexercise.

Pre-exercise Postexercise Post-60-exercise
Non-MetS MetS Non-MetS MetS Non-MetS MetS

TNF-o (pg ml™")  11.5 (82-14.9)  17-4 (10-9-23-9) 146 (12-4-16-9)  19-3 (11-2-274)  16-4 (9-6-23:2)  14-8 (10-9-18-6)
IL-1a (pg ml™") 14 (0:1-2.9) 1:6 (0:6-2:6) 1:2 (0:3-2:8) 2:2 (0:7-3:7) 1.6 (0:0-3:1) 2.7 (0:0-5-4)
IL-1B (pg ml ") 0-8 (0-4-1-1) 2-1 (1:0-3-1)* 1-1 (0-7-1-4) 2:6 (1:4-3-8) 1:2 (0-6-1-8) 2-8 (1-6-3-9)
IL-12 (pg ml™") 2-1 (1-3-2-9) 2-5 (1-3-3-7) 2-4 (1:7-3-2) 2-8 (1-6-39) 2-8 (1-2-4-4) 2-4 (1-3-3-5)

-6 (pg ml™") 4.5 (3-4-5-5) 63 (4+5-81) 51 (4:1-6-3) 78 (4-6-11-0) 61 (45-7-8) 7-0 (3:7-10-2)
IL-10 (pg ml™")  12:3 (83-163) 123 (8-6-16-1) 11-4 (10-2-12-6) 14-8 (9-4-20-3) 110 (6:8-15-2)  13-2 (7-8-18-6)

OPG (ng ml™") 0-9 (0-7-1-1) 1-0 (0-8-1-1) 1-0 (0-8-1-1) 0-9 (0-7-1-1) 0-9 (0-7-1-0) 0-9 (0-7-1-1)

Values are expressed as means and 95% confidence interval.
TNF-0i, tumour necrosis factor-alpha; OPG, osteoprotegerin.
“Significanty different from Non-MetS.

© 2012 The Authors
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Table 3 Comparison of cytokines change in subjects with (MetS) and without (Non-MetS) metabolic syndrome.

Pre- to postexercise

Pre- to post-60-exercise

Post- to post-60-exercise

Non-MetS MetS P value Non-MetS MetS P value Non-MetS MetS P value
TNE-o 0-089 0414 0-400
No change - 1(8:3) - - - -
Increased 10 (83-3) 5 (41-7) 8 (667) 5 (41-7) 6 (50-0) 3(27-3)
Decreased 2 (16:7) 6 (50-0) 4 (33-3) 7 (58-3) 6 (50-0) 8 (72-7)
IL-12 0-670 0-117 1-000
No change 1(91) — 2 (20-0) = 3 (30-0) 2 (18:2)
Increased 5 (45.5) 7 (63-3) 7 (70-0) 6 (54-5) 4 (40-0) 4 (36-4)
Decreased 5 (45-5) 4 (364) 1 (10-0) 5 (45-5) 3 (30-0) 5 (45-5)
IL-6 0-659 0-214 0-192
No change 2 (16:7) - - - - 1(91)
Increased 7 (58:3) 6 (54-5) 9 (75-0) 5 (45-5) 9 (75:0) 4 (36:4)
Decreased 3 (25-0) 5 (45.5) 3 (25:0) 6 (54-4) 3 (25-0) 6 (54-5)
IL-10 0-315 1-000 1-000
No change 1(14:3) 1 (10:0) 1 (14-3) - — —
Increased 2 (28-6) 6 (60-0) 2 (28:6) 3 (333) 6 (85-7) 8 (88.9)
Decreased 4 (57-1) 3 (30-0) 4 (57-1) 6 (66-7) 1(143) 1(11-1)
IL-1a 1-000 0-558 0-545
No change - - - - - 2 (25-0)
Increased 3 (50-0) 5 (62-5) 2 (40-0) 5 (71-4) 2 (40-0) 1 (12-5)
Decreased 3 (50-0) 3 (37-5) 3 (60-0) 2 (28:6) 3 (60-0) 5 (62:5)
ILJ|3 1-:000 0:-145 0-633
No change - - - - 1 (10-0) 1 (12:5)
Increased 6 (54-5) 5 (50:0) 8 (80:0) 3 (37:5) 4 (40.0) 2 (25:0)
Decreased 5 (45:5) 5 (50:0) 2 (20:0) 5 (62:5) 5 (50-0) 5 (62:5)
OPG 1-000 1-:000 0-659
No change - 1(91) - - - 1 (8:3)
Increased 6 (54-5) 5 (45.5) 5 (41.7) 6 (50-0) 3 (27-3) 5 (41.7)
Decreased 5 (45-5) 5 (45-5) 7 (58:3) 6 (50-0) 8 (72-7) 6 (50-0)

P value obtained by Fisher’s Exact test. The parenthesis values show the percentage of change in subjects.

thermore, women with metabolic syndrome had a wend for
higher TNF-o values than Non-MetS women.

In the present study, patients with metabolic syndrome
exhibited higher baseline values of II-6 and IL-1f. IL-1f is
one of the major proinflammatory cytokines synthesized
mainly by monocytes and macrophages. Additionally, previ-
ous investigation showed that IL-1f expression is increased
in visceral adipose tissue in women with obesity and meta-
bolic syndrome (Shen et d., 2007). In obese subjects, a
strong correlation exists between obesity and IL-6 levels. IL-6
is essential for the induced expression of C-reactive protein,
suggesting that elevated C-reactive protein levels are second-
ary to an increase in IL-6 secretion. Furthermore, IL-6 levels
are elevated in individuals with cardiovascular disease and
are predictive of future ischaemic events. It was reported that
weekly injections of recombinant IL-6 resulted in significant
increases in IL-6, IL-1ff and TNF-o and fibrinogen levels,
and increased atherosderosis in C57B1/6- and ApoE-deficient
mice compared with controls (Huber et al., 1999). This led
to the conclusion that proinflammatory cytokines and acute
phase proteins such as IL-6, IL-1f and C-reactive protein
participate in the development and progression of metabolic

syndrome.

In the present study, there was no statistical difference
although a trend
(P = 0-09) was demonstrated for higher values of TNF-o in
MetS compared with Non-MetS at baseline (17-4 versus

between MetS and Non-MetS groups,

11-5 pg/ml, respectively). Similar to our results, previous
studies found no difference in TNF-o between obese patients
with and without metabolic syndrome (You et ad., 2004;
Gnacinska et a., 2010). Others described higher concentra-
tions of this cytokine in patients with metabolic syndrome,
but only when NCEP ATP III criteria are taken into consider-
ation (not according to IDF) (Xydakis et al., 2004). It is likely
that the variation in defining central obesity using IDF criteria
is the main reason for the reported differences found in the
inflammatory markers measured in these investigations.
According to the IDF definition, a lower cut-off point is
needed to define the subject as having central obesity com-
pared to NCEP ATP IIl. The IDF also requires central obesity
as a prerequisite in the determination of MetS.

The metabolic adjustment and cellular repair processes to a
single bout of exercise are more evident in the first weeks of
training and may reflect some of the chronic training effects.
In this sense, cytokines play a central function by initiating
inflammatory and metabolic responses in an acute and chronic
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perspective. In the present study, there were no significant
changes in pro-inflammatory (TNF-o, IL-1f, IL-1a, IL-6 and
IL-12) and anti-inflammatory (IL-10) cytokines after an acute
RT session when group and time interactions were compared.
These results are in accordance with Buford et al. (2009), who
examined the acute effects of RT on serum cytokines in
healthy postmenopausal women and observed no significant
changes in TNF-o, IL-1f, IL-6 and IL-8 3, 24 and 48 h post-
exercise (Buford et al,, 2009). Nonetheless, the Fisher’s exact
test showed a trend for reduction of 62-5% on IL-1f, 54-4%
on IL-6 and 72-7% on TNF-a in the MetS group post-60-exer-
cise. On the other hand, Non-MetS women exhibited an
increase of 80% on IL-1f, 75% on IL-6 and 83-3% on TNF-o
post-60-exercise.

Ferreira et al. (2010) also investigated the acute effect of a
RT session on serum cytokines in middle-aged women (Ferreira
et al., 2010). Again, there were no significant alterations in
the serum levels of TNF-a, IL-1f, IL-6, IL-12, IL-10 after an
acute RT session. Furthermore, Prestes et al. (2009) evaluated
the acute effect of a RT session and observed no significant
differences in TNF-o, IL-6, IL-15, leptin and resistin serum
values immediately after exercise in postmenopausal women
(Prestes et al., 2009). Differently from the present study, the
above-mentioned studies did not evaluate individuals with
MetS and used RT sessions with maximal repetitions (concen-
tric failure), which may not be the best strategy to a novice
individual with MetS (considering their metabolic conditions).
Moreover, previous studies with male subjects also showed no
change or controversial data after an acute RT session (Smith
et al., 2000; Hirose et al., 2004; Peake et al., 2006; Pierdome-
nico & Cuccurullo, 2010).

The above-mentioned studies present a wide variation of
muscles groups, intensities and RT protocols, and in general
fail to demonstrate a consistency in the increase or a signifi-
cant change in circulating cytokines measured immediately
and/or in the first hours after a single bout of RT. Possible
explanations could be related to several factors. First, muscle
glycogen stores serve as an energy source in overweight
women during an acute RT session. However, skeletal muscle
glycogen depletion could be blunted during exercise, which
may directly affect the production of IL-6. In this way, the
modulatory effects of IL-6 on TNF-o production and other
anti-inflammatory cytokines such as IL-1ra and IL-10 would
be suppressed. Second, it has been demonstrated that contract-
ing muscles can produce IL-6 and increase plasma concentra-
tons (Steensberg et al., 2000). Buford e al. (2009) showed
that skeletal muscle had a significant accumulation of tran-
scripts for pro-inflammatory genes (TNF-o!, IL-1, IL-6 and IL-
8) 3 h following the completion of a RT bout (Buford et dl.,
2009). In addition, it was observed that the timing for the
peaks in IL-6 after RT protocols was around 3, 6, 12 or even
24 h (Maclntyre et al., 2001; Peake et al., 2006; Phillips et al.,
2010). Third, the cytokine response may vary according to
the type of RT, intensity, duration or recovery between
exercise bouts and training status, which also modify stress
© 2012 The Authors
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hormones, acidosis and oxidative stress. Finally, the specificity
and the sensitivity of the assays used in the previous literature
can explain the variation in the results.

Osteoprotegerin levels are directly associated with bone
mass and some components of the metabolic syndrome, such
as endothelial dysfunction, hypertension and atherosclerosis.
We are the first to examine the time course changes in OPG
after an acute RT session in women with and without meta-
bolic syndrome. Results revealed no group and time interac-
tons in OPG levels.

demonstrating the existence of a clear link between obesity,

There are no conclusive studies

lipid profile, metabolic syndrome and OPG serum levels
(Nabipour et al., 2010; Blazquez-Medela et al., 2011). Regard-
ing the effect of exercise, previous studies have shown
increased OPG concentrations immediately after exhaustive
running (Ziegler et a., 2005; Kerschan-Schindl et al., 2009;
Scott et al., 2010). Increased circulating levels of OPG in con-
ditions of significant bone loss have been interpreted to indi-
cate a compensatory physiological response. However,
without a measure of RANK-L and the use of a suitably sensi-
tive assay, any interpretation of the association between OPG
and bone twrnover is incomplete (Yano et d., 1999; Scott
et al., 2010).

The progression of a RT programme is dependent on the
development of appropriate and specific training goals. The
most of previous studies employed a broad variation of exer-
cise protocols, different muscle groups and intensities, which
do not necessarily correspond to daily training used in
rehabilitation clinics and gyms for healthy beginners or
patients with MetS (Hirose et al., 2004; Peake et al., 2006;
Bloomer, 2007; Buford et al., 2009; Uchida et a., 2009; Calle
& Fernandez, 2010). In the present study, the prescription of
the RT was ‘individualized’, and the appropriate equipment,
programme design and exercise techniques needed for the safe
and effectiveness for healthy and patients with metabolic syn-
drome were emphasized (Kraemer et al, 2002; American Col-
lege of Sports Medicine, 2009; Sundell, 2011). The results
from this study suggest that a moderate intensity acute RT ses-
sion induces no dramatic increase in circulating pro-inflamma-
tory cytokines in women with metabolic syndrome. In
addition, the Fisher’s exact test approach and the confidence
interval allowed the formulation of a more complete analysis
on the acute effects of a RT session as opposed to statistical
significance per se (Morton, 2009). The present study has some
limitations that should be considered, such as the reduced
number of participants and lack of more time points, apart
from other metabolic and cytokine measures. Moreover,
chronic adaptations to training should be investigated. The
effect of RT protocols on the production of cytokines in
muscle and leucocytes should also be considered.

In conclusion, an acute RT session promoted no additional
systemic response of OPG, pro- (TNF-o, IL-1-a, IL-6 and
IL-12) and anti-inflammatory (IL-10) cytokines immediately
and 60 min after exercise in women with metabolic syn-
drome. These results highlight the safety of submaximal RT
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for persons with MetS, considering that no additional systemic
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elevation of pro-inflammatory cytokines was detected.
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