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RESUMO

O treinamento muscular inspiratério (TMI) é um potencial método complementar a
treinamentos esportivos proposto para melhora do desempenho esportivo. No
entanto, os mecanismos envolvidos com adapta¢gfes metabdlicas decorrentes de sua
aplicacao e a melhor intensidade de treino a ser utilizada permanecem incertos. Uma
analise do perfil dos estudos investigando os efeitos do exercicio fisico no metaboloma
humano e seus achados mais relevantes, contribuiria para uma sintese dos principais
metabolitos alterados com o exercicio fisico e suas modalidades, fornecendo
importantes informacdes para a interpretacao e resultados na investigacao dos efeitos
metabdlicos do TMI em diferentes intensidades utilizando uma abordagem
metabolémica. Portanto, esta tese € composta de 2 estudos: Estudo 1: Objetivo:
Realizar uma avaliacdo qualitativa de estudos metabolomicos de alta qualidade
publicados na ultima década explorando alteracdes induzidas pelo exercicio no
metaboloma humano. Métodos: O estudo seguiu as diretrizes do Preferred Reporting
Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA). As buscas foram
realizadas nas bases de dados eletronicas: PubMed, Science Direct, SCOPUS e Web
of Science. A qualidade dos estudos foi avaliada utilizando um sistema de pontuacgéo
criado especificamente para estudos metabolémicos. Os critérios para a inclusdo dos
artigos foram: a utilizacdo da metabolémica para medir as alteragdes nos metabolitos
induzidas pelo exercicio fisico, individuos saudéaveis, utilizacdo das matrizes: soro,
plasma, urina ou saliva. Revisdes, relatos de casos, diretrizes, teses e dissertacdes,
resumos de conferéncias e estudos utilizando modelos animais ou in vitro ndo foram
incluidos. Resultados: Um total de 1355 estudos identificados e 24 foram incluidos.
Dos estudos incluidos, 63% focaram em alteracdes metabdlicas agudas apos
exercicios intensos e prolongados. Os melhores estudos utilizaram plataformas
analiticas de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS)
com grandes bibliotecas de padrdes quimicos e forte suporte de bioinformatica
avancada. Esses estudos reportaram grandes alteracbes em diversos metabdlitos
lipidicos e seus relacionados. As mudancas na concentracao dos metabolitos, mesmo
apOs exercicios extenuantes, geralmente retornam aos niveis préximos ao pré-
exercicio apés um dia de recuperagdo. Concluséo: Poucos estudos investigaram

alteracdes metabolicas apds exercicios agudos de duracdo mais curta (<60 min) e



menores volumes de trabalho. As mudancas nas concentracdes metabdlicas nesses
tipos de estudos sdo pequenas comparadas aos estudos com exercicios de alta
intensidade e de longa duracdo. Mais estudos sdo necessarios para melhorar a
compreensao das respostas dos sistemas humanos a variadas cargas de trabalho e
efeitos cronicos. Os resultados derivados desta revisdo fornecem direcées para
futuras investigacbes focadas nas respostas do metaboloma humano ao exercicio
fisico. Estudo 2: Objetivo: Investigar os efeitos crénicos de diferentes intensidades
do treinamento muscular inspiratério (TMI) no metaboloma sérico humano em ciclistas
recreacionais saudaveis do sexo masculino. Métodos: Utilizando um desenho de
grupos paralelos, 28 participantes foram randomizados em trés grupos de TMI: baixa
intensidade (BI, n = 7); intensidade moderada (IM, n = 10) e alta intensidade (Al, N =
11). O TMI foi realizado por 11 semanas. Um grupo de participantes nas mesmas
condi¢cles, que nao realizaram o TMI, mas participaram de todos os procedimentos,
foi incluido como controle (GC, N = 6). As amostras de sangue foram analisadas
guanto a alterag6es metabdlicas usando RMN H. A andlise estatistica incluiu uma
ANOVA de medidas repetidas 4 (grupo) x 2 (tempo) usando o modelo linear geral
(GLM) e analise multivariada de componentes principais (PCA). Resultados: A
analise metabolémica de abordagem untargeted das amostras de soro identificou 22
metabdlitos, incluindo aminoacidos, lipidios e intermediarios do ciclo do &cido
tricarboxilico. As alteracdes nos metabdlitos ndo diferiram significativamente entre os
grupos, indicando que o IMT em trés diferentes niveis de intensidade n&o alterou o
metaboloma sérico em relacdo ao grupo controle. Conclusdo: Esses resultados
revelam novas informacdes sobre os efeitos metabdlicos do TMI no metabolismo
humano, e séo consistentes com os resultados de estudos com treinamento fisico
envolvendo outros grupamentos musculares e que mostram pequenas e limitadas
alteracBes cronicas no metaboloma sérico em resposta ao treinamento fisico. Estudos
utilizando plataformas analiticas mais sensiveis ou analises estatisticas
supervisionadas, grandes grupos de sujeitos e diferentes populacdes podem

continuar a contribuir com a investigacao dos efeitos metabdlicos relacionados ao TMI.

Palavras-chave: metabolémica, metabolismo, exercicios respiratérios, forca

muscular, resisténcia muscular, masculo inspiratorio.



ABSTRACT

The inspiratory muscle training is a potential complementary method to sports training
aiming to improve sports performance, but the metabolic mechanisms related to this
technique and the best training intensity remains unknown. The analysis of the studies
investigating the exercise-induced effects on human metabolome and its most relevant
findings would contribute to a synthesis of the main metabolites changed by physical
exercise and exercise modalities, supporting the interpretation and results in the
investigation of effects to the IMT at different intensities using a metabolomics
approach. Therefore, this thesis comprises 2 studies: Study 1: Aim: To provide a
gualitative appraisal of metabolomics-based studies published over the past decade
exploring exercise-induced alterations of the human metabolome. Methods: This
review was performed according to the Preferred Reporting Items for Systematic
Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) guidelines. The search was performed in the
following electronic databases: PubMed, Science Direct, SCOPUS and Web of
Science. The quality of the studies was assessed using a scoring system created
specifically for metabolomics studies. Eligibility criteria for inclusion comprised: the use
of metabolomics to measure exercise-induced changes in metabolites, healthy
participants, the use of serum, plasma, urine or saliva samples. Reviews, case reports,
guidelines, theses and dissertations, conference abstracts, and studies using animal
or in vitro models were not included. Results: from a total of 1355 studies identified,
24 were included. Of these papers, 63% focused on acute metabolite changes
following intense and prolonged exercise. The best studies utilized liquid
chromatography mass spectrometry (LC-MS/MS) analytical platforms with large
chemical standard libraries and strong, multivariate bioinformatics support. These
studies reported large-fold changes in diverse lipid-related metabolites. Metabolite
shifts, even after strenuous exercise, typically return to near pre-exercise levels after
one day of recovery. Conclusion: Only few studies investigated metabolite changes
following acute exercise bouts of shorter durations (< 60 min) and workload volumes.
Plasma metabolite shifts in these types of studies are modest comparing to high
intensity and long duration exercise studies. More studies are needed to improve
scientific understanding of the human system’s response to varying, chronic exercise
workloads. The findings derived from this review provide direction for future

investigations focused on the body’s metabolome response to exercise. Study 2: Aim:



To investigate the chronic effects of different intensities of an inspiratory muscle
training (IMT) on the human serum metabolome in healthy male recreational cyclists.
Methods: Using a randomized, parallel group design, twenty-eight participants were
randomized to three IMT groups: low intensity (LI, n=7); moderate intensity (MI, n=10)
and high intensity (HI, N =11). The IMT was performed for 11 weeks. Another group of
participants under the same conditions, who did not perform the IMT but participated
in all procedures, was included as controls (CG, N=6). Blood samples were analyzed
for metabolite shifts using *H NMR. Statistical analysis included a 4 (group) x 2 (time)
repeated measures ANOVA using the general linear model (GLM), and multivariate
Principal Component Analysis (PCA). Results: Untargeted metabolomics analysis of
serum samples identified 22 metabolites, including amino acids, lipids, and
tricarboxylic acid cycle intermediates. Metabolites shifts did not differ between groups
indicating that IMT at three intensity levels did not alter the serum metabolome relative
to the control group. Conclusion: These results reveal novel insights to the metabolic
effects of the IMT in human metabolomic and are consistent with the results from other
studies showing negligible chronic alterations in the serum metabolome in response to
physical training. Studies using more sensitive metabolomics platforms or supervised
multivariate statistical analysis, large groups, and different population may continue

contribute to the investigation of the IMT metabolic effects.

Keywords: Metabolomics, Metabolism, Breathing Exercises, Muscle Strength, Muscle

Endurance, Inspiratory Muscle.
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O estudo do funcionamento dos sistemas biolégicos humano de maneira
holistica tem sido cada vez mais valorizado, e com o0 avango da tecnologia, é possivel
gue ele seja feito por meio de uma descricdo qualitativa e quantitativa dos
componentes atuantes nas complexas interacdes presentes no metabolismo (DUNN
et al., 2011; HOFFMAN, 2017).

A metaboldmica, considerada como o nivel final das tecnologias “émicas” que
compreendem: gendmica, protebmica e transcriptbmica (DUNN et al., 2011;
PSYCHOGIOS et al., 2011; RYAN; ROBARDS, 2006), € denominada a ciéncia que
estuda o “metaboloma”, termo utilizado para descrever um conjunto completo de
moléculas de baixo peso molecular presentes nos sistemas bioldgicos, os metabdlitos
(DUNN et al., 2011; NICHOLSON; WILSON, 2003; NIEMAN et al., 2014a). Os
metabdlitos estdo presentes nos tecidos, biofluidos (ex: plasma, soro, urina, saliva)
el/ou volatilizados nos gases respiratérios (HEANEY; DEIGHTON; SUZUKI, 2017), e
atuam no metabolismo como substratos, reagentes, sinalizadores, intermediarios e

produtos de processos mediados por enzimas (SAKAGUCHI et al., 2019).

Utilizando de plataformas analiticas sofisticadas; como a Espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear (NMR) e a Espectrometria de Massas (MS); controles
de qualidade rigidos e protocolos bioquimicos de identificacdo, os estudos
metabolémicos buscam o entendimento das complexas interacdes do metabolismo
humano e do comportamento dos metabdlitos diante de diversos fatores de
perturbacdo, como o exercicio fisico, dieta, doencas, drogas e meio-ambiente
(NIEMAN; MITMESSER, 2017).

As estratégias utilizadas para investigagdo metaboldmica podem ser divididas
de duas formas: targeted ou untargeted. Na primeira, a analise € direcionada para a
identificacdo de metabdlitos jA conhecidos, relacionados a processos ou vias
metabdlicas especificas que modulam a funcéo bioldgica de interesse (ABDELNUR,
2011; HEANEY; DEIGHTON; SUZUKI, 2017). Ja na estratégia untargeted, também
conhecida como global, é realizado um “perfil” do total dos metabdlitos presentes na
amostra, e todos os metabdlitos identificados sédo semi-quantificados para a posterior
investigacdo da relacédo destes metabdlitos com a condicao predefinida de interesse
(ex: marcadores relacionados a doencas cardiovasculares) (ABDELNUR, 2011; DUFT
et al.,, 2017; HEANEY; DEIGHTON; SUZUKI, 2017).
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Apesar de o metabolismo ser um dos assuntos mais antigos estudados na
bioguimica (DUNN et al., 2011), este campo ainda € considerado como emergente no
meio cientifico voltado ao exercicio fisico, e seu avanco foi significativo nos ultimos 10
anos, quando os primeiros estudos com atletas humanos utilizando as plataformas
analiticas de tecnologia avancada foram publicados (NIEMAN; MITMESSER, 2017,
SAKAGUCHI et al., 2019). O aumento do numero de estudos se deve a maior
disponibilidade das plataformas de espectrometria de massas, bem como a expansao
dos bancos de dados de metabdlitos online como o Human Metabolome Database
(HMDB), e bibliotecas de padrdes quimicos, além do avanc¢o da bioinformética para
analise dos imensos bancos de dados (CANUTO et al., 2018; SAKAGUCHI et al.,
2019).

Sabe-se que o exercicio fisico € um dos principais moduladores do
metabolismo (LE MOYEC et al.,, 2012), e seus efeitos envolvem a deplecédo de
nutrientes e energia, aumento do metabolismo gerando mais produtos metabdlicos, e
consequentemente fazendo com que o nivel de metabdlitos endégenos se altere

proporcionalmente ao nivel de estresse gerado (YAN et al., 2009).

Em 2014, o termo “Sportomics” foi introduzido por Bassini e Cameron, definido
como: o estudo das alteragbes metabdlicas em atletas durante competicdes e
treinamentos esportivos”. O estudo metaboldmico das respostas as diferentes
modalidades e intensidades de exercicio fisico envolve a medida de uma selecéo de
metabdlitos, proteinas e fatores de transcricdo. Essas medidas tém como objetivo o
entendimento dos mecanismos responsaveis pelas alteracdes fenotipicas resultantes
dos diferentes fatores ligados ao exercicio, permitindo o aprimoramento e a
personalizacdo das intervengdes, como por exemplo em estratégias nutricionais ou
ajustes de protocolos de treinamento, maximizando as adaptacfes para saude e
desempenho fisico (HEANEY; DEIGHTON; SUZUKI, 2017).

Os estudos presentes na literatura utilizando metabolémica para investigar 0s
efeitos do exercicio fisico envolvem uma vasta variedade de desenhos, protocolos de
exercicio, bem como o uso de diferentes matrizes biologicas e plataformas analiticas
(DUFT et al., 2017). O uso relativamente recente da técnica neste campo, e 0 seu
potencial para gerar resultados relevantes relacionados as adaptacdes metabolicas

do exercicio fisico nos conduziu ao primeiro estudo desta tese intitulado “Estudos
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metaboldémicos analisando alteragdes induzidas pelo exercicio no metaboloma
humano: uma revisdo sistematica”, com o objetivo de estabelecer um panorama
gualitativo dos estudos publicados nos ultimos 10 anos, bem como sintetizar os
principais achados  destes  estudos. Para isso, realizamos uma
revisdo sistematica nas principais bases de dados eletronicas: PubMed (via National
Library of Medicine), Science Direct, SCOPUS (Elsevier) and Web of Science, e
atribuimos uma pontuacdo baseada em critérios importantes para estudos
metabolémicos com exercicio fisico, relacionados ao desenho do estudo (nimero de
sujeitos e caracteristicas do estudo), aos métodos utilizados (plataforma analitica —
métodos de andlise e suporte estatistico) e o carater inovador.

Diante do amplo espectro de possiblidades de emprego da metabolémica, e do
seu potencial para revelar os mecanismos metabdlicos de acordo com o estimulo
aplicado, surgiu o interesse em utilizar desta ferramenta para elucidar os mecanismos
metabdlicos responsaveis pelos efeitos de uma técnica que vem sido estudada no
meio esportivo: o treinamento muscular inspiratério (TMI) (CAHALIN; ARENA, 2015;
HAJGHANBARI et al., 2013; KARSTEN et al., 2018; SALES et al., 2016).

A pratica esportiva em evidéncia na atualidade tanto por profissionais quanto
amadores tem se tornado cada vez mais competitiva (STELZER et al., 2015), e a
prescrigéo de treino individualizada tém sido valorizada, levando em conta a condi¢ao
fisica do praticante e o nivel de fadiga alcan¢ado, contribuindo progressivamente para
as respostas ao treinamento (CAPOSTAGNO; LAMBERT; LAMBERTS, 2016). Na
busca por ultrapassar o efeito platdé de treinos especificos cardiovasculares ou da
musculatura periférica, o TMI tem sido cada vez mais procurado por atletas e
treinadores de diferentes modalidades como um método complementar para se atingir
um melhor desempenho no desporto (HAJGHANBARI et al., 2013; ILLI et al., 2012,
VERGES et al., 2007).

Os efeitos do TMI estado relacionados aos fatores que influenciam a fadiga
muscular periférica e dispneia, fatores responséaveis pela interrupcdo do exercicio
fisico (DEMPSEY et al., 2008; JANSSENS et al., 2013; SHEEL, 2002). Acredita-se
gue o TMI atue na atenuacédo do metaborreflexo muscular inspiratorio, fenbmeno em
gue a fadiga da musculatura respiratoria, levando ao acumulo de ions H* e metabolitos

(ex. lactato, amobnia), provoca uma hiperativacdo simpatica vasoconstrictora na
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musculatura periférica a fim de redirecionar o fluxo sanguineo para a musculatura
respiratéria ativa. Como resultado, ocorre a reducdo da perfusdo de oxigénio no
musculo locomotor, limitando sua habilidade de realizar trabalho (HAJGHANBARI et
al., 2013; ROMER; POLKEY, 2008; SHEEL, 2002).

Do ponto de vista metabodlico, pouco se sabe sobre 0s mecanismos
responsaveis pelos efeitos do TMI. Uma das observacdes relacionadas ao efeito
adaptativo desse treinamento refere-se a reducdo da concentracdo do lactato
sanguineo durante a realizacdo de atividade fisica (BROWN; SHARPE; JOHNSON,
2008; GRIFFITHS; MCCONNELL, 2007; ROMER; MCCONNELL; JONES, 2002),
alteracdo que pode refletir favoravelmente as mudancas no equilibrio acido basico
e/ou no atraso de acumulo de metabdlitos, embasando o efeito citado anteriormente
e explicando de maneira parcial o aumento da capacidade aerdbia encontrada com a
aplicacdo do método, portanto, muito ainda ha a ser estudado.

Além disso, apesar da crescente aplicacdo do TMI e seus beneficios relatados
na literatura (ENRIGHT et al., 2006; ENRIGHT; UNNITHAN, 2011; HAJGHANBARI et
al., 2013; ILLI et al., 2012), ainda n&o esta estabelecido um consenso em relagdo ao
melhor protocolo a ser utilizado para cada populacdo e objetivo de treinamento. A
principal divergéncia relaciona-se a intensidade utilizada para prescri¢édo do treino. A
maior parte dos estudos utiliza porcentagens entre 50 a 80% da pressao inspiratoria
méxima (PIvAx), e os melhores resultados relacionados a fatores ligados ao
desempenho fisico parecem ser obtidos utilizando a intensidade de 60% da Plwax
(intensidade moderada) . Acreditamos que a comparacdo dos efeitos metabdlicos
cronicos gerados pelo TMI em diferentes intensidades poderia preencher essa lacuna
e contribuir para estabelecer a melhor carga de treinamento (ENRIGHT et al., 2006;
ENRIGHT; UNNITHAN, 2011; HAJGHANBARI et al., 2013; KARSTEN et al., 2018).

A partir destes questionamentos, foi elaborado o segundo estudo desta tese,
intitulado: “Influéncia crénica do treinamento muscular inspiratorio de diferentes
intensidades no metaboloma sérico humano”. Neste estudo, tivemos como objetivo
realizar o mapeamento metabdlico de ciclistas recreacionais apos 11 semanas de TMI
em diferentes intensidades (alta, moderada, leve) e identificar os principais compostos
modificados e possiveis vias metabolicas relacionadas aos efeitos do TMI, além de

discriminar as particularidades pertencentes a cada intensidade.
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A presente tese é composta de 2 estudos: o estudo 1: “Estudos metabolémicos
analisando alterac¢des induzidas pelo exercicio no metaboloma humano : uma revisao
sistematica”, encontra-se publicado no periddico Metabolites, e o estudo 2: “Influéncia
cronica do treinamento muscular inspiratério de diferentes intensidades no
metaboloma sérico humano”, submetido ao mesmo periddico e encontra-se sob
revisdo (Anexo B). Estes estudos estdo apresentados nas proximas sessdes desta
tese no formato de manuscrito, escritos na lingua portuguesa e com inclusdo de

ilustracoes.
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1 INTRODUCAO

A atividade fisica aguda e cronica resulta em amplas adaptacdes em orgaos e
sistemas, levando a beneficios a salde (GRAZIOLI et al., 2017). As melhorias na
tecnologia tém permitido aos pesquisadores quantificar essas adaptacdes usando
uma abordagem de biologia de sistemas, sobrepondo informacdes de genes utilizando
a transcriptdmica, protedmica e metabolémica (DAVISON et al., 2018; DUNN et al.,
2011; GRAZIOLI et al., 2017; HODGSON et al., 2013; JACOBS et al., 2014; NIEMAN
et al.,, 2014, 2015; NIEMAN; MITMESSER, 2017; NIEMAN; SHA; PAPPAN, 2017,
WACKERHAGE; SMITH; WISNIEWSKI, 2014). Dados combinados de abordagens
multibmicas irdo melhorar a compreenséo cientifica a respeito do complexo efeito
modulador que a atividade fisica tem sobre o fenétipo a nivel individual e nos

mecanismos moleculares relacionados.

Metabolémica é definida como a identificacdo e quantificacdo simultanea de
numerosos metabdlitos de baixo peso molecular que participam como substratos,
reagentes, agentes de sinalizacdo, intermediarios e produtos de reacdes mediadas
por enzimas (DUNN et al., 2011; NIEMAN; MITMESSER, 2017). Os metabdlitos sao
0s produtos de longos processos bioquimicos e refletem de maneira proxima o
fendtipo expresso. Com o apoio de plataformas analiticas avancadas e bioinformética,
os dados metaboléomicos podem fornecer informagdes valiosas sobre o impacto
biolégico da atividade fisica, tratamento farmacolégico, intervencfes nutricionais e
outras exposicdes (NIEMAN; MITMESSER, 2017).

Procedimentos de metabolomica global foram realizados pela primeira vez nas
décadas de 1960 e 1970, quando a espectrometria de massas por cromatografia
gasosa (GC-MS) foi usada para medir metabdlitos humanos em amostras de sangue
e urina (DUNN et al., 2011). No entanto, a metabol6mica tem sido considerada como
um campo emergente no meio cientifico desde meados 2010, ano em que foram
publicados os primeiros estudos que investigaram os efeitos do exercicio fisico em
humanos atletas (NIEMAN; MITMESSER, 2017). Desde entdo, um namero crescente
de grupos de pesquisa tem usado a metaboldmica em estudos com exercicio fisico.
Isso se deve, em grande parte, a ampla disponibilidade de plataformas de
espectrometria de massas, bancos de dados de metabdlitos on-line acessiveis

gratuitamente como o Human Metabolome Database (HMDB), a expansao de acervos



37

de substancias quimicas de referéncia, e o suporte de bioinformética avangada para
analisar e compreender os grandes volumes de dados. Resultante disso, tem sido
observada uma capacidade aprimorada de detectar com precisdo um maior nimero
de metabdlitos e, em seguida, interpretar o efeito geral no metaboloma humano em

uma ampla variedade de matrizes.

2 OBJETIVO

Esta revisdo sistematica tem como objetivo realizar uma avaliagdo qualitativa
de estudos metabolémicos publicados durante a década passada, explorando
alteracdes induzidas pelo exercicio fisico (agudo e crénico) no metaboloma humanao.
As conclusbes provenientes desta revisdo fornecerdo uma estrutura baseada em

evidéncias para investigacoes futuras.

3 METODOS

Esta revisdo sistemética foi realizada de acordo com as diretrizes do Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) (LIBERATI et
al., 2009) e foi pré-registrada no International Prospective Register of Systematic
Review (PROSPERO). Para sistematizar a busca e a extracdo de dados, foi utilizada
uma ferramenta eletronica padronizada gratuita chamada State of the Art by
Systematic Review (StArt) (FABBRI et al., 2016). O software StArt identificou os
estudos duplicados durante a extracéo, processo que foi confirmado manualmente por
dois revisores principais. Os estudos foram selecionados, extraidos e incluidos de
forma independente por dois pesquisadores (CAS e EFS), e um terceiro pesquisador
independente (RMA) verificou o processo de inclusdo para solucionar qualquer

desacordo entre os dois pesquisadores principais.

3.1. Estratégia de Busca

A pesquisa eletronica foi realizada no dia 26 de novembro de 2018, e atualizada
em 10 de abril de 2019. As buscas foram realizadas nos seguintes bancos de dados
eletrébnicos: PubMed (via Biblioteca Nacional de Medicina), Science Direct, SCOPUS

(Elsevier) e Web of Science. Os termos MeSH foram selecionados e combinados de
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acordo com o método de analise (metabolomics) e atividade obrigatéria (sports OR
exercise). Além disso, a estratégia de busca foi limitada & estudos com humanos

(populacéo de interesse), idioma inglés e tipo de estudo (ensaios clinicos).

3.2. Critérios de Elegibilidade para Inclusao

Os resumos dos estudos foram primeiramente examinados e avaliados pelos
critérios listados. Os estudos foram selecionados se a metabolomica fosse utilizada
para medir as alteracbes nos metabolitos induzidas pelo exercicio fisico em
participantes saudaveis usando amostras de soro, plasma, saliva ou urina. Estudos
baseados em exercicios com intervenc¢des nutricionais foram incluidos, mas para esta
revisdo foram considerados e extraidos apenas os dados coletados nos grupos
controle. Revisdes, relatos de casos, diretrizes, teses e dissertacdes, resumos de

conferéncias e estudos utilizando modelos animais ou in vitro ndo foram incluidos.

3.3. Extracdo dos Dados e Inclusdo dos Estudos

Os seguintes dados dos estudos selecionados foram extraidos: nome do
primeiro autor, ano de publicacdo, caracteristicas dos participantes e grupos
(populagéo, tamanho da amostra, grupos, sexo, idade, nivel de atividade fisica),
elementos do desenho do estudo (tipo de estudo, tipo de exercicio, duracdo e
intensidade de exercicio), procedimentos metabolémicos (plataforma analitica, dados

relacionados aos metabdlitos) e comentarios resumidos.

3.4. Avaliacao da Qualidade dos Estudos

A qualidade dos estudos foi avaliada por dois pesquisadores (CAS e EFS)
utilizando um sistema de pontuacgéo, criado durante o desenvolvimento deste estudo,
especificamente para avaliar estudos metabolémicos (Tabela 1 e Figura 1). O sistema
foi elaborado pelo Professor Doutor David Christopher Nieman, especialista em
exercicio fisico e estudos com abordagem metabolomica, diretor do Laboratério
Human Performace da universidade Appalachian State (Carolina do Norte, EUA), que
considerou, de acordo com sua expertise, critérios importantes que caracterizam

estudos metabolémicos de alta qualidade.
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Tabela 1. Critérios de pontuagdo para avaliacdo da qualidade dos estudos

metabolémicos.

Critérios de Pontuacéao

Pontuacéao

- Aspectos Atribuicao de Pontos
Maxima

Secéao

Estudo Paralelo
0-N<20

Numero de 2_N>20

Participantes
Estudo Cross-over

0-N<13
2—-N>13

Desenho do Presenca de grupo randomizado
Estudo controlado
Matriz apropriada
o > 2 momentos de coleta de amostra
2 Caracteristicas do pyragso = 3 semanas (somente para
Estudo estudos cronicos)
0 - Nenhum dos itens anteriores
1 — Pelo menos 2 dos 3 primeiros
critérios listados
3 - Todos os 3 dos 3 critérios listados

i . 3 - LC-MS/MS com padrdes extensos
3 Método de Analise 1 - 'H NMR, padrées limitados
1 - GC-MS, padrdes limitados

0 — Estatistica univariada simples
1 - Estatistica univariada + analises
Metodologia adicionais para separacao e
o agrupamento dos dados, e para
2 Recursos Estatisticos controle de fatores de confus&o
2 - Estatistica univariada + PCA,
OPLS-DA, PLS-DA, ou
procedimentos semelhantes utilizando
bioinformética avancada.

Novidade 2 Novas informagdes para literatura.

LC-MS/MS: cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas; H NMR: espectroscopia por
ressonancia magnética nuclear; GC-MS: cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas; PCA:
andlise de componentes principais; PLS-DA analise discriminatoria por minimos quadrados parciais; OPLS-DA:
andlise discriminatéria por minimos quadrados parciais ortogonais.



Pontuacé&o Total

Classificacao

9-11
6-8
4-5

<4

Excelente
Bom
Regular

Ruim

Figura 1. Classificacdo dos estudos considerando a pontuacéo total.

4 RESULTADOS
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Um total de 1355 artigos foram identificados para esta analise. ApGs a revisao

dos resumos, 1314 foram excluidos por ndo atenderem aos critérios de inclusdo. Dos

41 estudos selecionados para a leitura de textos na integra, seis foram excluidos por

ndo atenderem aos critérios da analise. Dos 35 estudos incluidos para pontuacéo, 24

atingiram uma pontuacdo minima de 6 e foram incluidos na andlise final (Figura 2 e

Tabela 2).



Identificacao

[

]
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Estudos identificados por meio de
pesquisa em banco de dados
(n =1355)

Estudos adicionais identificados por

outras fontes
(n=20)

L

h

Estudos apods remogao de duplicatas pelo software
StArt e verificacao pelos revisores principais
(n=1210)

Pré-selecio

v

Estudos extraidos
(n=1210)

Revisoes, relatos de casos, diretrizes teses e dissertagoes,
resumos de conferéncias estudos com criangas, idosos,
utilizando modelos animais ou in vitro, foram excluidos
(n=1169)

[ Selecio ]
v

Artigos avaliados na integra para
eligibilidade
(n=41)

[ Inclusio ]

)4

Artigos na integra excluidos a seguinte forma
(n=6):

*  Estudo com suplementagio sem grupo
controle: |

*  Treinamento nao descrito: |

+ Dados metabolicos ndo aplicaveis ao
exercicio: 3

+ Investigados apenas metabolitos do
microbioma: 1

Estudos incluidos para pontuagaol
(n=335)

l

Estudos incluidos na sintese
qualitativa
(n=24)

Figura 2. Resultados do diagrama de fluxo de reviséo.
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Efeitos da intensidade e duracéo do exercicio fisico no metabolismo

As respostas metabdlicas ao exercicio dependem da intensidade e duracéo do
esforco. Para os objetivos desta revisdo, alta e moderada intensidades foram
diferenciadas usando o limiar de intensidade de 60% da captacdo de oxigénio e
frequéncia cardiaca de reserva, e de longa e curta duracdo usando um limiar de
duracdo de 60 min (NIEMAN; WENTZ, 2019)

4.1. Estudos utilizando Alta Intensidade e Longa Duracéao

Mais da metade dos estudos incluidos nesta analise (62,5%; n = 15) investigou
as respostas dos metabdlitos a exercicios de alta intensidade e longa duracao,
incluindo corrida (n = 8) (DAVISON et al., 2018; HOWE et al., 2018; LEHMANN et al.,
2010; LEWIS et al., 2010; NIEMAN et al., 2013a, 2013b; NIEMAN; SHA; PAPPAN,
2017; STANDER et al., 2018), ciclismo (n = 5) (MANAF et al., 2018; MESSIER et al.,
2017; NIEMAN et al., 2014a, 2014b, 2015), futebol (n = 1) e natacdo (n = 1) (KNAB et
al., 2013) (Tabela 3). A espectrometria de massas por cromatografia liquida (LC-MS)
com ou sem GC-MS foi usada para identificacdo dos metabdlitos em 11 desses
estudos (DAVISON et al., 2018; HOWE et al., 2018; LEHMANN et al., 2010; LEWIS
et al., 2010; MANAF et al., 2018; NIEMAN et al., 2013a, 2013b, 2014a, 2014b, 2015;
NIEMAN; SHA; PAPPAN, 2017) , GC-MS foi utilizada como o método primario em dois
estudos (KNAB et al., 2013; STANDER et al., 2018), espectrometria de massas por
tempo-de-v6o com eletroforese capilar (CE-TOFMS) em um estudo (RA et al., 2014),
e ressonancia magnética nuclear (RMN) em um estudo (MESSIER et al., 2017).
Alterac6es em grande quantidade nos metabdlitos da via lipidica foram relatadas pela
maioria dos pesquisadores, incluindo aumentos nos acidos graxos plasmaticos de
cadeia média e longa, produtos de oxidacdo dos acidos graxos (dicarboxilato e acidos
graxos mono-hidroxi, acilcarnitinas) e corpos cetbnicos, com redugbes
correspondentes nos triacilglicerois (Tabela 3). Outras alteragbes nos metabolitos
incluiram variagcdes na concentracdo de aminoacidos e aumentos nos componentes

do metabolismo energético do ciclo do &cido tricarboxilico (TCA).
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A) Alta Intensidade, Curta Duragéo

Dois estudos mediram as respostas dos metabolitos ao exercicio de alta
intensidade e curta duracdo (18 a 30 min) em homens ativos recreacionais e atletas de
futebol (DANAHER et al., 2015; ZAFEIRIDIS et al., 2016) (Tabela 4). Os dados de
metabdlito desses estudos foram derivados de plataformas analiticas GC-MS e RMN.
Foram relatadas pequenas alteracdes pos-exercicio para os metabdlitos relacionados

ao ciclo de Krebs e as vias bioenergéticas relacionadas.
B) Intensidade moderada, curta duragao

Um estudo relatou respostas metabdlicas apos ciclismo de intensidade moderada
e curta duracao (30 min) (JACOBS et al.,, 2014) (Tabela 4). Os metabdlitos foram
identificados usando as plataformas analiticas GC-MS e LC-MS/MS. Pequenas
alteracdes pos-exercicio foram relatadas nos metabdlitos ligados ao metabolismo

energético (lipdlise, glicdlise, intermediarios do ciclo de Krebs e catecolaminas).
C) Intensidade moderada, longa duracéo

Dois estudos investigaram as respostas dos metabdlitos ao ciclismo de
intensidade moderada e longa duragédo e ao cross-country esqui (HODGSON et al.,
2013; KARL et al., 2017) (Tabela 4). AlteracBes pequenas a moderadas foram relatadas
na condicdo pos-exercicio para metabdlitos relacionados as vias glicoliticas e lipidicas,
incluindo &cidos graxos livres, aminoacidos de cadeia ramificada, acilcarnitinas, mono-

e diacilglicerodis e intermediarios do ciclo de Krebs.
D) Intensidade alta e moderada, longa duracéo

Um estudo comparou as respostas metabdlicas do treinamento intervalado de
alta intensidade (HIIT) e 60 min de ciclismo de intensidade moderada (MOD) usando
GC-MS (PEAKE et al.,, 2014) (Tabela 4). Alteracbes pequenas a moderadas foram
relatadas para metabolitos relacionados ao metabolismo energético e as vias glicoliticas
e lipidicas. O HIIT comparado ao MOD induziu niveis mais altos pos-exercicio de
metabdlitos relacionados a via glicolitica e niveis mais baixos de metabdlitos

relacionados aos lipidios.

E) Estudo transversal com atletas de elite
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Um estudo comparou os niveis plasmaticos de metabolitos em atletas de
esportes de resisténcia alta (n = 121) e moderada (n = 70) (AL-KHELAIFI et al., 2018)
(Tabela 4). O estudo metabolémico foi realizado utilizando a cromatografia liquida de
ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (UPLC-MS / MS). A analise
transversal mostrou algumas diferencas entre os grupos, incluindo niveis mais altos de
metabdlitos relacionados ao estresse oxidativo, metabolismo de acidos graxos,
biossintese de esterdides e metabolismo energético em atletas de alta poténcia e alta
resisténcia. Os niveis plasmaticos de metabdlitos relacionados as vias de esteroides e
vias de poliaminas foram mais proeminentes em atletas de modalidades de alta
resisténcia; e esterais, purinas (mais relacionadas a adenina) e metabdlitos energéticos,

mais evidentes em atletas de modalidades alta poténcia muscular.
F) Treinamento cronico de baixa, moderada e alta intensidade

Um estudo comparou os efeitos cronicos do treinamento de ciclismo em
diferentes intensidades (NEAL et al., 2013) (Tabela 4). Os metabdlitos plasmaticos
foram medidos com RMN, e apenas pequenas diferencas nos grupos foram relatadas
em alguns metabdlitos selecionados (acido hipurico, hipoxantina, creatinina,

dimetilamina, 3-metilxantina).
G) Treinamento Cronico de Alta Intensidade

Um estudo investigou os efeitos cronicos, de um treinamento de corrida de alta
intensidade e curta duracdo nos niveis de metabdlitos plasmaticos usando a RMN
(PECHLIVANIS et al., 2013) (Tabela 4). Foram relatadas pequenas alteracbes nos
metabdlitos selecionados, incluindo lactato, piruvato, intermediarios do ciclo de Krebs e

fosfolipidios.

5 DISCUSSAO

Os avancos na espectrometria de massa desde 2010 levaram a um ndamero
crescente de estudos baseados em metabolémica direcionados as respostas
metabdlicas agudas e cronicas apos diferentes intensidades de exercicios. Esta revisao
sistematica de 24 artigos de alta qualidade publicados nos ultimos dez anos revelou que
o foco principal (63% dos estudos) tem sido as perturbacdes agudas dos metabdlitos

apos exercicios aerobicos de alta intensidade e longa duragéo.
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Pouca informacéo esta disponivel na literatura sobre as alterac6es metabdlicas
associadas a sessfes agudas de exercicio com intensidades mais baixas ou em relacao
aos efeitos a longo prazo de protocolos de treinamento. Os estudos com maior
gualidade utilizaram plataformas analiticas LC-MS / MS com grandes bibliotecas de
padrbes quimicos para identificar e detectar mudancas induzidas por exercicios em
centenas de metabdlitos. O consideravel suporte da bioinformética avancada tem
contribuido para melhora de modelagens preditivas e descritivas, selecdo discriminativa

de variaveis e a compreensédo geral da resposta do metaboloma do corpo ao exercicio.

Esta revisao sistematica indica que uma série de exercicios prolongados e de alta
intensidade causam grandes alteracbes em numerosos e diversos metabdlitos
relacionados aos lipidios (DAVISON et al., 2018; HOWE et al., 2018; LEHMANN et al.,
2010; MANAF et al., 2018; NIEMAN et al., 2013a, 2013b, 2014a, 2014b, 2015; NIEMAN;
SHA; PAPPAN, 2017; RA et al., 2014; STANDER et al., 2018). Em um estudo com
atletas humanos se exercitando intensamente por mais de duas horas, foram
observados aumentos significativos em pelo menos 300 metabdlitos identificados pelas
plataformas analiticas de LC-MS / MS, com mais de 100 deles aumentando duas vezes
ou mais (HOWE et al., 2018; NIEMAN et al., 2013a, 2014a, 2014b, 2015). Essa resposta
inclui aumentos pos-exercicio nos acidos graxos plasmaticos de cadeia média e longa,
corpos cetdnicos, produtos de oxidagdo de acidos graxos e acidos biliares sulfatados.
Ao mesmo tempo, diminuicBes relacionadas ocorrem em ésteres de triacilglicerol
plasmatico, acidos biliares priméarios e secundarios e fosfolipidios menores, como
lisofosfatidilcolinas e lisofosfatidiletanolaminas (LEHMANN et al., 2010; NIEMAN et al.,
2013b, 2014b; NIEMAN; GILLITT; SHA, 2018). A metaboldmica com abordagem
untarget revelou aumentos pos-exercicio tanto em 4cidos graxos comuns (por exemplo,
oleato / vacinado, palmitato, linoleato, estearato, palmitoleato, miristato), como em
acidos graxos atipicos (adrenato, docosapentaenoato, dihomo-linolenato,
dihomolinoleato, docosadienoato e eicosenoeno). Os compostos representantes da
oxidacdo de 4&cidos graxos incluem: acilcarnitinas, 3-hidroxibutirato (BHBA) e
dicarboxilato e acidos graxos mono-hidroxi. Outras mudancas importantes foram
medidas em relacdo a concentracdes plasméaticas de metabdlitos relacionados ao
triptofano e a aminoacidos, e componentes do ciclo energético do acido tricarboxilico

(TCA), incluindo malato, aconitato, citrato, fumarato, succinato e alfa-cetoglutarato
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(KNAB et al., 2013; LEWIS et al., 2010; MANAF et al., 2018; MESSIER et al., 2017,
NIEMAN et al., 2013b; NIEMEAN; GILLITT; SHA, 2018; STANDER et al., 2018).

A maioria das alteracfes nos metabdlitos plasméticos apds exercicios intensos e
prolongados atingem seu ponto mais baixo em poucas horas. As alteracdes plasmaticas
de muitos desses metabdlitos ainda sdo aparentes, mas em niveis consideravelmente
menores, apos um dia de recuperacao (LEHMANN et al., 2010; NIEMAN et al., 2013Db,
2014a, 2014b, 2015; RA et al., 2014). A grande e variada resposta dos metabdlitos a
alta intensidade de exercicio sdo correspondentes ao estresse fisioldgico e as reservas
diminuidas de glicogénio que ocorrem no participante (HOWE et al., 2018; LEHMANN
et al., 2010; NIEMAN; GILLITT; SHA, 2018; RA et al., 2014).

Um ndmero crescente de estudos vem utilizando a metabolémica para medir a
influéncia de varias intervenc¢des nutricionais nas perturbacdes metabdlicas durante a
recuperacao apods exercicios de alta intensidade e longa duracdo (KNAB et al., 2013;
NIEMAN et al.,, 2013a, 2014a, 2015, 2018; NIEMAN; GILLITT; SHA, 2018). A
metaboldémica pode ser considerada como método ideal para medir o impacto de
intervencdes nutricionais durante o exercicio agudo, pois permite medir e identificar
simultaneamente as mudancas em centenas de metabdlitos de diversas vias. Dados de
estudos recentes indicam que carboidratos de bebidas acucaradas e frutas, como
bananas, e flavonoides de fontes de alimentos e bebidas, como mirtilos e ch& verde,
tém um grande efeito na resposta do metaboloma humano ao exercicio de alta
intensidade (KNAB et al., 2013; NIEMAN et al., 2012, 2013a, 2015, 2018; NIEMAN;
MITMESSER, 2017).

Relativamente poucos estudos tém investigado as alteracbes metabdlicas
induzidas pelo exercicio agudo com duragcées menores (<60 min) e volumes de exercicio
mais baixos (DANAHER et al., 2015; PEAKE et al.,, 2014). Metade desses estudos
realizou metabolémica usando plataformas analiticas GC-MS ou RMN, limitando o
namero de metabdlitos identificados e a utilidade desses dados. Como esperado, as
mudancas pos-exercicio a nivel de metabdlitos plasmaticos sdo reduzidas em
comparacao a alta intensidade e volume de exercicio, devido a uma moderada demanda

das vias subjacentes de carboidratos e substratos lipidicos.

Mais estudos transversais S840 nhecessarios para comparar 0s hiveis de

metabdlitos do plasma e da urina entre individuos sedentarios e fisicamente ativos e
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atletas de diferentes esportes. Esses estudos podem fornecer informagdes importantes
para futuros ensaios clinicos randomizados utilizando protocolos de treinamento. Um
estudo utilizando um desenho transversal mostrou algumas diferencas de metabdlitos
entre grupos atléticos de poténcia e resisténcia (AL-KHELAIFI et al., 2018). No entanto,
os atletas ndo foram testados ao mesmo tempo ou em estados de repouso semelhantes,

dificultando dessa forma a retirada de conclusdes definitivas.

Poucos estudos randomizados utilizando protocolos de treinamento fisico foram
realizados para investigar as potenciais adaptacdes no metaboloma humano (NEAL et
al., 2013; PECHLIVANIS et al., 2013). Esses dois estudos empregaram diferentes
protocolos de treinamento e desenhos de estudos, e realizaram metabolémica usando
a RMN, limitando a utilidade desses dados. Futuros estudos randomizados de
treinamento fisico com base em metabolémica, especialmente quando combinados com
resultados gendémicos e protedmicos, melhorardo a compreenséo cientifica da resposta

do sistema humano a diferentes intensidades e volumes de exercicio (SPARKS, 2017).

6 CONCLUSOES E DIRECOES FUTURAS

A primeira década de estudos com exercicios utilizando a metabolémica,
especialmente aqueles que utilizam plataformas analiticas sensiveis como a LC-MS/MS,
com grandes bibliotecas de padrées quimicos e suporte rigoroso de bioinformética,
forneceu informagbes importantes sobre a biologia de sistemas relacionadas aos
mecanismos bioquimicos envolvidos nos efeitos induzidos pelo exercicio no
metabolismo (HEANEY; DEIGHTON; SUZUKI, 2017; LEWIS et al., 2010). Essa area de
conhecimento cientifico ainda esta emergindo e ainda had muito a ser descoberto,
especialmente nas areas envolvendo respostas agudas e crénicas ao exercicio fisico
utilizando intensidades moderadas. A sensibilidade das plataformas analiticas
continuara a melhorar, expandindo o nimero de metabdlitos de baixo peso molecular
que podem ser detectados. Essas melhorias na tecnologia, combinadas com controle
de qualidade aprimorado, suporte da bioinformatica, expansao de padrdes bioquimicos
e énfase em estudos com grandes grupos de ambos os sexos, melhorardo a
identificacdo e quantificacdo de metabdlitos atualmente conhecidos e desconhecidos
em uma variedade de matrizes humanas. E necessério dar mais énfase a influéncia da

reducdo do nivel de atividade fisica e da inatividade fisica nas alteracbes dos
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metabdlitos. Essas melhorias nos desenhos e nas metodologias dos estudos ampliardo
nossa compreensao a respeito da influéncia do exercicio agudo e crbénico no
metaboloma humano. Um namero crescente de estudos, incluindo o projeto dos
Institutos Nacionais de Saude, 'Molecular Transducers of Physical Activity in Humans’,
combinardo metabolémica com genética, epigenética, lipidémica e protedbmica para
examinar todos os aspectos das respostas fisiologicas, bioquimicas e moleculares a
intervencdes de treinamento utilizando tanto exercicios aerobicos como também
resistidos (SPARKS, 2017).
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1 INTRODUCAO

Durante a ultima década, estudos metabolémicos forneceram novas concepcoes
a respeito da influéncia do exercicio nas respostas e adaptacbes metabdlicas,
fisiolégicas e relacionadas a saude (NIEMAN; WENTZ, 2019; SAKAGUCHI et al.,
2019). A metabolémica é potencialmente uma ferramenta importante para monitorar
atletas durante diferentes fases do treinamento fisico (SAN-MILLAN, 2019). Uma
recente revisdo sistematica mostrou que a maioria dos estudos utilizando a
metaboldmica tém se concentrado nas respostas metabdlicas agudas ao exercicio
intenso e prolongado, e que mais informacdes sobre os efeitos crénicos do treinamento
fisico sdo necessarias (SAKAGUCHI et al., 2019).

O treinamento muscular inspiratério (TMI) € um potencial método complementar
para melhorar o desempenho esportivo (HAJGHANBARI et al., 2013; ILLI et al., 2012;
SHEEL, 2002). Nesse método, uma carga adicional é aplicada ao diafragma e aos
musculos inspiratérios acessorios com o objetivo de aumentar a forca e a resisténcia
dessa musculatura (CAVALCANTE SILVA; HALL; MAIOR, 2019). Evidéncias apontam
gue o TMI possui importante papel na atenuacédo do metaborreflexo (SHEEL, 2002), no
gual o acumulo de lactato e outros metabdlitos nos musculos respiratérios (SPENGLER
et al., 1999) desencadeia uma resposta simpatica, causando vasoconstricdo nos
membros em atividade, e consequentemente, a interrupcdo precoce do exercicio
(GEARY etal., 2019; ILLI et al., 2012; MARTINS DE ABREU et al., 2019). Desse modo,
o TMI atenuaria a sensac¢ao de dispneia, o acumulo de lactato e a fadiga periférica,
consequentemente melhorando o desempenho do exercicio (CAVALCANTE SILVA,;
HALL; MAIOR, 2019; HAJGHANBARI et al., 2013; ILLI et al., 2012).

Os beneficios fisiologicos do IMT no desempenho esportivo tém sido descritos
em diversos estudos (ARCHIZA et al., 2018; CAVALCANTE SILVA; HALL; MAIOR,
2019; HAJGHANBARI et al., 2013; ILLI et al., 2012), porém, 0S mecanismos
metabdlicos responsaveis pelas modificagdes decorrentes desta modalidade de treino

permanecem incertos.

2 OBJETIVO

Este estudo teve como objetivo investigar os efeitos do TMI realizado em trés
intensidades (baixa, moderada e alta) no metaboloma sérico de ciclistas recreacionais

saudaveis do sexo masculino. A metabolémica de abordagem untarget foi realizada
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usando espectroscopia de RMN de 'H associada a bioinformatica avancada. Nossa
hipétese foi que 11 semanas de TMI em intensidades moderadas e altas resultariam
em alteracBes cronicas nos metabdlitos séricos, que contribuiriam para o entendimento

cientifico sobre mecanismos metabodlicos atuantes do método.

3 METODOS

3.1 Participantes

Os participantes foram recrutados por meio de divulgacdo na UFSCar, midia
local, redes sociais e grupos de ciclismo da cidade de S&o Carlos e regido. Os
participantes incluiram 34 ciclistas recreacionais aparentemente saudaveis do sexo
masculino. Os critérios de inclusdo compreenderam: homens de 20 a 40 anos, néo
fumantes, indice de massa corporal (IMC) menor que 30 Kg/m2, regularmente
envolvidos no treinamento de ciclismo (qualquer modalidade, porém com préatica minima
de 150 minutos semanais por pelo menos 6 meses ininterruptos de pratica previamente
ao protocolo experimental). Os participantes assinaram voluntariamente o termo de
consentimento livre e esclarecido, e todos os procedimentos do estudo foram aprovados
pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Universidade Federal de Sdo
Carlos (UFSCar) sob o parecer de n° 2.303.309, e registrados no ClinicalTrials.gov
(protocolo numero NCT02984189).

3.2 Desenho do Estudo

Estudo randomizado, paralelo, longitudinal. O desenho metodoldgico seguiu as
orientacdes do Consolidated Standards of Reporting Trials (CONSORT) (SCHULZ et al.,
2011). A descricdo completa do protocolo foi relatada anteriormente (REHDER-
SANTOS et al., 2019) e é apresentada graficamente na Figura 1. Os participantes do
TMI foram alocados aleatoriamente de forma estratificada (KERNAN, 1999), em trés
grupos: grupo de baixa intensidade ou sham (BI, n = 7), moderada intensidade (Ml, n =
10) e alta intensidade (Al, n = 11), considerando-se pareamento da classificacdo
funcional aerdbia e faixa etaria (subdividida em décadas — 20 a 30 e 31 a 40 anos), e
para a alocacdo dos participantes foram utilizados envelopes pardos. O grupo de BI

realizou o TMI com resisténcia de 6 cmH20, o grupo de IM foi treinado com uma
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intensidade representando 60% da pressao inspiratéria maxima (Plvix) € o de Al
realizou com uma intensidade representando =~85-90% da Plvix (REHDER-SANTOS

et al., 2019). Um grupo de participantes que atenderam a todos os critérios de inclusao,

mas que nao realizou o TMI, foi submetido a todas as avaliacdes e acompanhamento,

e foi incluido como controle (GC, N = 6). Conforme resumido na Figura 2, os dados que

foram analisados pertenceram aos sujeitos (N = 34) que completaram todos os aspectos

do estudo. A avaliacdo da capacidade funcional e forca muscular inspiratoria, bem como

a coleta das amostras de sangue foram realizadas ao inicio e final do protocolo

experimental, na 12 e na 132 semana.

Avaliacdo Inicial

Composigdo corporal
TECP
FMI

Orientacao
nutricional e teste
ergométrico

48 horas

RMIi

!

l

| Recordatério alimentar
# Coleta sanguinea

Avaliacdo Final

TECP
FMI

30 dias 1 semana

o

L
F
Il

|
=_r-

|

I1>2>3>4ll>5)

Reavaliacdo

FMI
RMIi

> 7> 8> 9 > 10> 11 >sem)
]

TECP, teste de exercicio cardiopulmonar; FMI, teste de forgca muscular inspiratoria; RMIi, teste de resisténcia

muscular inspiratdria incremental; TMI, treinamento muscular inspiratério; Bl, baixa intensidade; MI, moderada

intensidade; Al, alta intensidade.

Figura 1. Desenho do protocolo do estudo. Apos um més poés-orientacbes da dieta

nutricional, os participantes foram submetidos a 13 semanas de protocolo. Os grupos de

treinamento realizaram o treinamento muscular inspiratério por 11 semanas. O grupo

controle participou de todas as avaliagdes e procedimentos, incluindo os testes de

reavaliacado e os registros alimentares.
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intensidade moderada; IMT - Al, treinamento muscular inspiratério com alta intensidade.

Figura 2. Diagrama de fluxo dos participantes.

3.3 Secéo Experimental

Todos os procedimentos dos testes experimentais e TMI foram realizados no
Laboratério de Fisioterapia Cardiovascular - Nucleo de Pesquisas em Exercicio Fisico
(NUPEF) do Departamento de Fisioterapia (DFisio) da Universidade Federal de Séo
Carlos. As avaliagdes clinicas e ergometria foram realizadas na area de Fisioterapia em
Cardiologia da Unidade Saude Escola (USE-UFSCar). O processamento e a analise de
dados metabdlicos foram realizados no Laborat6rio de Ressonancia Magnética Nuclear

do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Séao Carlos (UFSCar).

3.3.1 Avaliagbes clinicas, nutricionais e caracterizagdo da amostra

Orientagbes nutricionais
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Um més antes das avaliag0es iniciais os participantes receberam uma lista de
alimentos individualizada com orientacdes alimentares fornecidas por uma nutricionista,
e o plano alimentar foi seguido pelos participantes para minimizar os possiveis efeitos

da variacdo da ingestédo de alimentos no metaboloma.
Composicéao corporal

A avaliacdo da composicéo corporal para caracterizagcdo dos participantes foi
realizada por meio da absorciometria por dupla emisséo de raios X [Dual-energy X-ray
Absorptiometry (DXA)] (Discovery DXA System, Hologic, USA), e foi verificada a
guantidade e distribuicdo normal de massa dssea, massa gordurosa, gordura visceral e

massa muscular

Teste de exercicio cardiopulmonar (TECP)

A capacidade aerdbia funcional dos participantes [consumo de oxigénio pico
(VO,PICO)] (BALADY et al., 2010) foi avaliada por meio do TECP utilizando o carro
metabdlico ULTIMA MedGraphics (St. Paul, Minnesota, EUA). O teste foi realizado em
um cicloergdbmetro de frenagem eletromagnética por meio de um protocolo incremental
do tipo rampa (CORIVAL V3, Lode BV, Holanda). O protocolo consistiu em: repouso de
1 minuto; seguido de aquecimento com carga livre durante 3 min; incremento de carga
por minuto, segundo poténcia determinada para cada participante (entre 25 a 45 W/min);
recuperacdo ativa de 6 minutos apds a interrup¢do do incremento; e recuperacao
passiva de 1 minuto. A poténcia foi calculada de acordo com os valores estabelecidos
pela féormula descrita por Wasserman et al. (2012) e adaptada por um avaliador

experiente de acordo com o condicionamento fisico de cada participante.

Os participantes foram orientados a manter a cadéncia de 60 - 80 rotacdes por
minuto (rpm) durante o protocolo, e o teste teve duracédo entre 8 e 12 min (WASSERMAN
et al., 2011). Os critérios para interrupcao do teste estdo descritos por Balady et al.
(2010). O maior valor do VO, obtido nos ultimos 30 segundos do TECP foi considerado
0 VO,pico (BALADY et al., 2010). A classificacéo funcional aerébia foi realizada segundo

as diretrizes da American Heart Association (AHA) (1972).
Teste de for¢ca muscular inspiratoria

A forca muscular inspiratéria (FMI) foi medida durante manobras de esforco

inspiratério maximo, com o participante em repouso, na posi¢cao sentada, utilizando um
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manovacudmetro digital (MVD-300, 179 Globalmed, Porto Alegre, Brasil), e um clipe
nasal, de acordo com a Diretriz Brasileira para mensuragédo das pressfes respiratorias
estaticas maximas (SOUZA, 2002). Essa medida foi efetuada sempre pelo mesmo

avaliador.

A Pluax foi determinada durante o esforco inspiratorio maximo, a partir do volume
residual. Estas manobras foram realizadas contra um tubo com extremidade distal
ocluida e foi utilizada uma peca bucal com orificio de 2 mm (SOUZA, 2002). Os valores
das pressoes respiratérias maximas foram aqueles observados no primeiro segundo
apos o pico de pressdo. Foram realizadas no minimo 3 manobras, com intervalo de 30s
entre cada manobra (ROMER; MCCONNELL, 2004), sendo considerados 0os maiores
valores reprodutiveis (diferenca <10%) encontrados em pelo menos trés manobras. Os
valores de normalidade foram baseados na equacao de regressao proposta por Neder
et al. (2003) para a populacédo brasileira. Para cada parametro, o limite inferior da
normalidade foi obtido subtraindo-se do valor previsto pela equacédo o produto (1,645 x
erro padrdo da estimativa). Foi considerada fragueza muscular respiratoria, valores de
pressoes estéticas <60% do predito (HAUTMANN et al., 2000; MILLER, 2005).

Teste de resisténcia muscular inspiratéria incremental

O teste de resisténcia muscular inspiratoria foi realizado utilizando um resistor
inspiratério linear (PowerBreathe, Ironman K5, HaB Ltd, Reino Unido), e um protocolo
incremental com cargas de 50 a 100% da Pluax, sendo acrescidos 10% da Plvaix a cada
3 min (Figura 3). As respiracdes foram controladas por comando verbal, sempre pelo
mesmo avaliador, e a frequéncia respiratéria (FR) mantida em 12 incursfes respiratorias
por minuto. O teste podia progredir somente até atingir 100% da Plvaix. Neste caso, se
o0 participante fosse capaz de gerar um fluxo de ar suficiente para disparar o
equipamento mais de uma vez nesta intensidade, a medida da Pluax era refeita, e 0
teste de RMIi repetido apos 15 minutos. Os critérios de interrupgao foram: incapacidade
de disparar a carga nas primeiras 3 tentativas, incapacidade de manter a FR em 12
respiracdes/minuto por pelo menos 1 minuto, esforgo respiratorio excessivo referido pelo
participante (BORG/CR10 =7) (BORG, 1982) e solicitacdo de interrupcdo pelo
participante. A maior porcentagem da Pluwax que o participante foi capaz manter por pelo

menos 1 minuto (PThmax) foi considerada como a carga de resisténcia muscular
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inspiratéria (DALL’AGO et al., 2006; NEVES et al., 2014, 2012). O valor encontrado
(PThmax) foi utilizado para a determinacdo da carga de treinamento do grupo Al, bem
cComo 0 seu reajuste ao longo as semanas de treinamento. A descricdo completa do
protocolo de determinacéo das cargas e ajuste encontra-se no estudo de Rehder-Santos
et al (2019).

Figura 3. llustracdo do protocolo do teste de resisténcia muscular respiratoria.

3.3.2 Treinamento Muscular Inspiratério (TMI)

Mais detalhes do protocolo de treinamento foram publicados anteriormente
(REHDER-SANTOS et al., 2019). Resumidamente, o protocolo de TMI com duragéo de
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Repous Recuperagio

3 min 3 man 3 min 3 min 3 min ' fmin
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11 semanas consistiu em trés sessdes presenciais de 1 hora por semana, organizadas

H i )
lmin * 3 min

da seguinte forma: 5 minutos de aquecimento usando 50% da carga de treinamento e,
em seguida, 3 séries de 15 minutos cada, intervalo de 1 minuto entre as séries (Figura
4). O TMI foi realizado utilizando um resistor inspiratério linear (PowerBreathe, Ironman
K5, HaB Ltd, Reino Unido) (Figura 5). Exceto para o grupo Bl, as cargas foram ajustadas

de acordo com os testes de reavaliagdo apos 4 e 8 semanas de treinamento.

Os registros alimentares de 3 dias foram analisados pela nutricionista por meio
de um programa computadorizado de avaliacdo dietética de consumo caldrico e

macronutrientes (revolugdo Avanutri®; Avanutri Equipamentos de Avaliacéo Ltda., Trés
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Rios, RJ - Brasil). A variagcdo no balanco de macronutrientes foi limitada a 10% entre os

registros.
» 15min ,13min s 15 min
100%
=
=)
L
=
@)
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50% — |
\
1 min 1 min 1 min
Tempo (min)

Figura 4. llustragéo do protocolo de uma sesséo de treinamento muscular inspiratério.
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Figura 5. Voluntario durante uma sessao de treinamento muscular inspiratorio.

3.4 Coleta, armazenamento e preparo de amostras para analise de RMN

Os participantes compareceram em jejum de até 12h ao UNILAB (Laborat6rio de
Analises Clinicas da UNIMED de Sao Carlos) e as amostras de sangue foram coletadas
por venopuncdo da veia antecubital com os individuos na posicao sentada. As amostras
entregues aos pesquisadores em tubos (S-Monovette 4.9 ml Sarstedt - Germany), foram
centrifugadas a 3000 rpm, durante 10 minutos, e o soro foi extraido e fracionado em
eppendorfs. Os eppendorfs foram armazenados em ultrafreezer a -80°C para minimizar
a degradacgdo dos componentes da amostra (LEWIS et al., 2010) até a posterior analise
pela RMN H.

As amostras foram descongeladas imediatamente antes da analise por meio da
'H RMN e as proteinas foram precipitadas com 600 puL de composto de referéncia

interno para RMN, TMSP-d4, a 0,002% (m / v) em metanol-d4, homogeneizadas e



70

centrifugadas a 13.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para tubos
de RMN de 5 mm e inseridos no espectréometro de RMN (Figura 5).

3.5 Aquisicéo de dados por RMN e identificacdo de metabdlitos

Os procedimentos metabolémicos foram realizados de acordo com protocolos
previamente publicados (BECKONERT et al., 2007). Cada espectro foi adquirido usando
um espectrometro Bruker Advance Ill 600 MHz (Bruker Biospin, Alemanha) (operado a
600,08 MHz por *H) (Figura 6) equipado com uma sonda criogénica de 5 mm e operado
a uma temperatura de 23 °C. Os espectros foram faseados manualmente e corrigidos
na linha de base usando o software Bruker Topspin 3.5 (Bruker Biospin, Alemanha).

1 -.:‘é..
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Figura 6.Tubo de RMN 1H e espectrédmetro de ressonancia magnética nuclear.

As medicdes unidimensionais (1D) de 'H RMN foram realizadas usando a
sequéncia de pulso noesyprld (padrdao Bruker), com pré-supressao do sinal da agua.
Foram realizadas 64 varreduras (ns) em pontos de dados de 128 k em uma largura
espectral de 15,0182 ppm, usando um atraso de relaxamento de 1s, um tempo de

aquisicdo de 7,27 s. A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear bidimensional
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(RMN 2D) foi realizada e incluiu espectroscopia de correlagéo (COZY) e espectroscopia
de correlagédo quantica unica heteronuclear (HSQC) para confirmar a atribuicdo de picos
e a identificacdo de metabdlitos. Depois que todos os espectros foram adquiridos, o
ajuste de fase, a correcao da linha de base, a remocéao do sinal da agua (4,6-5,1 ppm),
a calibragéo espectral e a quantificacao foram conduzidos seguindo os parametros para
criacao de perfil, conforme definido no software Chenomx NMR Suite 8.31 (Chenomx
Inc., Edmonton, Canada) . Os metabdlitos foram identificados usando o banco de dados
da Internet (Human Metabolome Database) e também o software Chenomx NMR Suite,
e o0s resultados foram comparados com outras publicacbes (NEAL et al., 2013;
PECHLIVANIS et al., 2013).

3.6 Andlise Estatistica

Os dados foram expressos em média + DP. Os dados da avaliacdo inicial de
caracterizacdo dos participantes, registro alimentar e deltas (pds-pré TMI) dos valores
de VOz: e Plvax, foram comparados entre os grupos (GC, BI, MI, Al) usando a ANOVA
one-way e teste de Tukey. A significancia estatistica foi aceita quando p<0,05. Os
dados de metabolomica foram analisados usando o modelo linear geral (GLM) e ANOVA
de medidas repetidas de 4 (grupo) x 2 (tempo) (IBM SPSS Statistics for Windows,
Versdo 24.0, IBM Corp, Armonk, NY, EUA). Os dados espectrais foram analisados por
estatistica multivariada usando o software Amix® v 3.9.14 (Bruker BioSpin, Alemanha).
A analise de componentes principais (PCA) foi realizada usando dados pré e p6s-TMI
para todos os quatro grupos (Controle, Bl, Ml, Al). A analise por componentes principais
(PCA) considerou 179 espectros de RMN, 88 variaveis buckets e 4 componentes
principais. A variancia total explicada foi de 54,70% para PC1vsPC2 e 95% de nivel de
confianca. O escalonamento de linhas na matriz foi relacionado a intensidade total e as

colunas para a unidade de variancia.

4 RESULTADOS

Foram incluidos na andlise 34 ciclistas recreacionais aparentemente saudaveis
(idades de 20 a 40 anos) que aderiram com sucesso a todos os aspectos do desenho
do estudo. As caracteristicas dos participantes ao inicio do estudo estdo resumidas na

Tabela 1. Os participantes ndo apresentaram diferenca significativa em idade, estatura,
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massa corporal, IMC, percentual de gordura corporal, percentual de massa magra
corporal, forca muscular inspiratéria e VO2zpico. Os registros alimentares nao revelaram
diferenca ao longo do tempo na ingestéo calorica, de macronutrientes e micronutrientes

durante o estudo.

Tabela 1. Caracteristicas dos participantes do estudo (média + DP).

Variavel GC (N = 6) BI(N=7) MI(N=10) AI(N=11) valordep
Idade (anos) 30.8+5.6 29.6+49 319+7.1 30.3+7.2 0.896
Estatura (m) 1.74+0.12 1.79+0.03 1.75+0.05 1.77+0.06 0.580
Massa corporal (kg) 75.9+18.0 759+124 73.8+8.2 785+10.2 0.838
IMC (kg/m?) 249+ 43 23.8+44 23.9+1.9 25.1+3.4 0.804
Gordura corporal (%) 22.0+£3.27 21.6+£6.31 21.1+34 221%472 0.958
Massa magra corporal (%) 75.1+£3.52 74.9+£579 7581325 74.8+4.27 0.946
VO, pico (ml.kgt.min?) 52.6 +15.2 40.9+8.77 489+9.60 488+ 127 0.321
PIméax (cmH.0\) 151+11.4 150 +£10.4 159248 145+13.7 0.303
%predicted 116 £ 10 114+ 6 123+ 20 111 +13 0.480

Bl, baixa intensidade; MI, moderada intensidade; Al, alta intensidade; IMC, indice de massa
corporal; VO2pico, consumo de oxigénio no momento pico; PImax, pressao inspiratéria maxima.

O VOzpico aumentou de maneira semelhante entre os grupos de TMI (BI, MI, Al)
e controle, ap6s 11 semanas de treinamento, e o delta (pés-pré treinamento) nao
apresentou diferenca entre os grupos (2,43 = 6,19; 3,18 + 554; 0,19 + 6,56
mL.min~t.kg™) (p = 0,520), ou em relacédo ao controle (0,950 * 4.06, p=0,665). O TMI
melhorou o valor delta da forgca muscular inspiratoria (PImax) (pos-pré treinamento) nos
grupos BI, Ml e Al (25,9 £ 13,3; 44,7 + 16,0; 55,6 £ 23,8 cmH20), e no grupo controle
(24.2 £ 16.2), mas com diferencga significativa no grupo Al quando comparado ao de Bl
(p =0,012), e Al quando comparado ao GC (p=0,009) (Figura 7).
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GC: grupo controle; Bl, baixa intensidade; MI, moderada intensidade; Al, alta intensidade; IMC, indice
de massa corporal; VO2pico, consumo de oxigénio no momento pico; PIméx, presséo inspiratoria
maxima.
Figura 7. llustrac&o dos deltas (pds-pré TMI) dos valores de VO2 e PIMAX dos grupos
GC, BI, MI, Al.

Um total de 22 metabdlitos (aminoacidos, acidos graxos, intermediarios do ciclo
do &cido tricarboxilico (CAT) foram identificados com a espectroscopia de RMN de H
(consulte a Tabela 2 para deslocamentos quimicos). A ANOVA de medidas repetidas
indicou que nao houve efeitos significativos de interagdo grupo x tempo em nenhum dos
22 metabdlitos (Tabela 2). Esses achados foram confirmados pela PCA. Os resultados
estatisticos multivariados estao representados na Figura 8. Nenhum modelo valido foi
encontrado, indicando que ndo ha separacao significativa nas alteracées gerais dos
metabdlitos entre os quatro grupos do estudo (GC, BI, MI, Al) utilizando este método de

andlise.
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Tabela 2. Metabdlitos séricos humanos identificados pela espectroscopia de RMN de *H e deslocamentos quimicos nos grupos Controle,

Baixa Intensidade, Intensidade Moderada e Alta Intensidade, pré- e pds-treinamento muscular inspiratorio.

Deslocamento Controle Baixa Intensidade Moderada Intensidade Alta Intensidade )

Metabolitos guimico , , , ; ; ; : : \(alor deNp.

(ppm) Pré-treino Pés-treino Pré-treino Pés-treino Pré-treino Pés-treino Pré-treino Pés-treino Interacao
Leucina 0.9 402 +41.8 425 + 80.8 405 +52.1 400 £ 48.8 444 £ 73.0 388+47.8 414 £ 46.1 428 £ 70.7 0.142
(CH2)n AG 1.26 1536 + 180 1621 + 316 1549 + 192 1545 + 195 1743 + 290 1522 + 202 1613 + 168 1682 + 296 0.144
Lactato 1.33 572 + 104 598 + 99.8 631+ 110 642 + 115 617 £ 120 574 + 110 505 + 111 595+ 115 0.817
Alanina 1.47 47.4 £9.40 48.4 £ 4.88 53.8 £ 4.52 48.2 £ 16.7 48.0 + 9.86 50.4 £ 10.05 521+122 54.4 +£10.7 0.540
CH2=CH2-CO lipidios 1.6 251 +31.0 262 + 46.8 249 £ 29.2 244 + 34.5 267 £45.0 235+31.5 254 +£25.1 263 +41.7 0.216
Acetato 1.9 3.40+1.09 4.44 +1.59 3.14+1.04 3.08 £ 0.98 3.50+1.20 3.13+0.72 3.46 + 1.66 2.79+1.27 0.118
Acetona 2.2 8.97 £ 3.40 9.80 £ 2.97 9.14+4.71 7.51+1.81 28.1+555 17.3+ 315 16.6 + 15.2 8.73 £ 5.07 0.924
Creatina 3.02 1.92+0.90 1.97 £ 0.61 1.99 + 0.69 1.91+0.83 2.02+0.50 2.18+1.24 2.12+0.89 268+1.11 0.516
Creatinina 3.05 7.58 + 2.06 7.27+1.12 9.45+1.93 8.05+2.47 8.17+1.31 7.76 £ 1.60 7.97 £ 0.99 8.22 + 1.56 0.404
Arginina 3.19 64.4 £ 7.53 725+11.8 66.4 + 13.1 61.5+11.6 64.6+11.8 63.5+ 145 68.0+12.8 71.7+133 0.264
Betaina 3.25 119 +20.8 137 +18.8 122 +24.3 120 +16.7 134 +23.3 121 +16.2 128 +22.9 129 + 33.8 0.137
Glicina 3.7 63.2 £ 6.82 71.0+11.7 67.8+10.8 64.4+11.8 64.7 £ 10.3 64.4 £ 13.6 68.4+10.1 70.1+12.0 0.378
Prolina 4.2 50.3+£8.10 545+10.1 51.2+5.79 51.0£5.53 55.3+£9.81 51.1 £ 6.56 52.8 £5.96 55.2+11.0 0.342
Glicose 4.5 825+11.8 95.7+16.4 88.3+ 16.0 83.9+15.8 83.7+ 134 83.2+17.8 91.0+ 13.7 91.8+16.0 0.270
Glicose 5.2 62.0 £ 8.02 70.1+11.4 67.2+10.6 63.7+ 125 64.1+10.3 63.6 £ 13.1 68.1+10.2 70.0+11.9 0.352
AG =CH 5.3 342 £ 36.3 366 = 74.0 349 +52.6 346 £ 49.1 387 £ 63.9 349 +£495 369 £ 36.5 377 £66.4 0.315
Uréia 5.7 141 +£31.1 162 + 50.6 152 +34.4 136 £ 45.1 143 +40.4 126 £ 19.8 154 + 36.7 145+ 53.0 0.375
Tirosina 6.8 4.46 £ 0.84 4.85 + 0.62 4.67 £ 0.58 423 +£1.09 4.46 £ 0.80 4.41 +£0.88 4.56 £ 0.69 4.89 £ 0.95 0.417
Metil histidina 7.0 2.42 £0.25 2.54 +0.39 2.60+0.22 2.02 £ 0.95 2.52+0.35 2.43 £ 0.40 2.54 £ 0.36 2.51+0.35 0.155
Fenialanina 7.4 2.09+0.38 2.32+0.24 2.24 +0.24 2.01+0.62 2.21+0.35 2.11+0.35 2.06 +0.31 2.24 +0.36 0.105
Histidina 7.7 2.55+0.19 2.73+0.42 2.77 +0.20 2.18+1.06 2.70 £ 0.39 2.63+0.44 2.72+0.39 2.69+0.34 0.156
Triptofano 7.72 2.10+0.47 2.41 +£0.28 2.37+0.25 2.13+0.50 2.13+0.35 2.16 £0.31 2.13+0.35 2.34+£0.34 0.056
Formato 8.5 0.31 £ 0.07 0.30 £ 0.04 0.27 £ 0.06 0.29 £ 0.04 0.30 £ 0.06 0.30 £ 0.08 0.30 £ 0.07 0.26 + 0.06 0.512
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Figura 8. Graficos de scores da PCA de todas as amostras de soro pré- e poés-
protocolo. Cada cor representa um grupo e uma condi¢cdo de treinamento diferente
(descritos na legenda). N&o € possivel observar separacéo distinta entre os grupos de

treinamento pré- e pés-protocolo.

5 DISCUSSAO E CONCLUSAO

Este estudo paralelo, randomizado, de 11 semanas de treinamento investigou
os efeitos do TMI em trés intensidades diferentes no metaboloma sérico humano. A
metabolémica untarget com RMN *H identificou 22 metabdlitos, incluindo
aminoécidos, lipidios e intermediarios do CAT. Contrario a nossa hipétese, o TMI em
intensidades moderadas e altas nao alterou as concentracdes de metabdlitos
plasmaticos em relacdo ao grupo controle. Esse achado foi confirmado pelo uso de
procedimentos de bioinformatica, incluindo a PCA (Figura 8), na qual nao foi
estabelecido um modelo valido que separasse 0s grupos nas condi¢cdes pré e pos o

periodo de treinamento de 11 semanas.

A magnitude das mudancas nos metabolitos plasmaticos esta diretamente
relacionada a intensidade e duracéo do exercicio (GRAPOV et al., 2019; NEAL et al.,
2013; SIOPI; MOUGIOS, 2018). Em revisdo sistematica avaliando estudos com



76

exercicios agudos, prolongados e de alta intensidade foram observadas grandes
alterac6es, induzidas pelo exercicio, em um grande numero de metabdlitos incluindo
lipidios, aminoacidos e componentes do ciclo CAT (SAKAGUCHI et al., 2019).

Poucos estudos investigaram os efeitos cronicos induzidos pelo treinamento
fisico no metaboloma (CASTRO et al., 2019; NEAL et al., 2013; PECHLIVANIS et al.,
2013). Esses estudos incluiram protocolos de ciclismo e corrida de intensidade
moderada e/ou alta, e as mudancas nos metabdlitos foram limitadas e de baixa
magnitude. Dessa forma, as alteracdes induzidas pelo treinamento fisico nos
metabdlitos plasmaticos ndo sdo consensuais, mas foram relatadas como incluindo
reducdo de acido hipurico, hipoxantina, piruvato, lactato, e aumento de creatinina,
dimetilamina, 3-metilxantina, , intermediarios do CAT e fosfolipidios (SAKAGUCHI et
al., 2019).

No presente estudo, o TMI com duragéo de 11 semanas resultou em melhoras
da forca muscular inspiratéria com respostas significativas principalmente do
treinamento de alta intensidade comparativamente ao grupo de baixa intensidade e
controle. No entanto, essa mudanca nao refletiu em alteragcbes expressivas nos
metabdlitos plasmaticos, sendo esse Ultimo achado consistente com 0s poucos
estudos que investigaram os efeitos crénicos de treinamentos fisicos disponiveis na
literatura. Este estudo concentrou-se em um nimero limitado de metabdlitos das vias
bioenergéticas (aminoacidos, lipidios, intermediarios do CAT) (MOGHETTI et al.,
2016). Estudos abrangentes de metabolémica usando LC-MS/MS talvez sejam
necessarios para melhor definir as possiveis alteracfes cronicas nos metabdlitos
relacionados a uma variedade de modalidades de treinamento fisico, incluindo o TMI.
E possivel que TMI melhore o desempenho do exercicio por intermédio de alteracdes
nos metabolitos ligados ao metaborreflexo (HAJGHANBARI et al., 2013; ILLI et al.,
2012; KARSTEN et al., 2018). E, esse efeito talvez possa ser capturado por meio de
uma plataforma de analise metaboldmica mais sensivel do que a utilizada nesta
investigagdo. Este estudo ainda possui como limitagdo o baixo numero de
participantes, em parte devido ao desafio quanto as exigéncias de tempo para o
cumprimento do protocolo de treinamento (BRENNAN et al., 2018). Adicionalmente, 0
grupo controle ndo foi randomicamente selecionado, porém, os participantes deste
grupo foram incluidos considerando o pareamento da idade e capacidade funcional

dos participantes dos grupos treinados.
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Na literatura e pratica clinica, o TMI é frequentemente empregado na
reabilitacdo de individuos com doenca pulmonar obstrutiva crénica, pés-infarto do
miocardio e na insuficiéncia cardiaca (DE ABREU et al., 2017; DELLWEG et al., 2017,
GOSSELINK et al., 2011; HOSSEIN POUR et al., 2019; MORENO et al., 2017; NEVES
et al., 2012). Nesses grupos, reporta-se que a aplicagdo do método esta relacionada
com o aumento da forca muscular inspiratoria, da capacidade ao exercicio, da funcao
cardiaca e autondémica e da qualidade de vida (WANG; YEH, 2019). Também em
estudo com pacientes em hemodidlise foi observada melhora na funcdo de
biomarcadores inflamatérios, como a reducao do fator de necrose tumoral (STNFR2)
e aumento de adiponectinas apés 8 semanas de TMI (FIGUEIREDO et al., 2018). Face
a essas consideracdes, é possivel supor que estudos metabolémicos com TMI em
populacdes doentes, devido a uma provavel maior magnitude de resposta ao
treinamento, possam mostrar alteragcBes metabdlicas relacionadas ao processo da

doenca e as melhorias na forgca muscular inspiratéria e na capacidade ao exercicio.

Em concluséo, os dados deste estudo utilizando a metabolémica indicaram que
o TMI, em trés niveis de intensidade, na populacdo de ciclistas recreacionais, nao
alterou o metaboloma sérico em relagdo ao grupo controle. Esses resultados séo
consistentes com outros estudos de treinamentos fisicos que mostram pequenas
alteracdes no metaboloma sérico em comparacdo com as grandes perturbacdes, mas
transitérias, relacionadas ao exercicio prolongado e de alta intensidade. Nossas
descobertas fornecem informacdes importantes para o planejamento de estudos
futuros utilizando a metabolémica que pretendam investigar os efeitos crénicos de
treinamentos fisicos. Ainda, pesquisas adicionais sdo necessarias para elucidar as

adaptac6es metabdlicas induzidas por diferentes intensidades de TMI.
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Parte Il - CONSIDERACOES FINAIS E
DESDOBRAMENTOS FUTUROS

Os resultados obtidos no estudo 1 desta tese, intitulado “Estudos
metabolémicos analisando alteragcbes no metaboloma humano induzidas pelo
exercicio: Uma Revisdo Sistematica”, nos permitiram concluir que a metabolémica é
uma area emergente no meio cientifico, e a evolucédo das técnicas de analise e 0
suporte da bioinforméatica avancada tem permitido a identificacdo e quantificacao de
nameros cada vez maiores de metabalitos.

A grande maioria dos estudos de alta qualidade que utilizaram a metabolémica
para verificar os efeitos do exercicio fisico no metabolismo foram publicados na ultima
década, e investigaram os efeitos agudos do exercicio de alta intensidade e longa
duracdo com ou sem intervencao nutricional. O alto estimulo quando associado a
técnicas avancadas, principalmente a LC-MS/MS, e a vasta biblioteca de padrdes
quimicos, foi capaz de revelar grandes alteragBes principalmente em mediadores
lipidicos, aminoacidos e componentes do ciclo do acido tricarboxilico; e a rapida
regulacdo do metabolismo faz com que as alteracdes retornem aos valores proximos
do basal dentro de poucas horas. Apesar disso, 0s desvios na concentragéo de alguns
metabdlitos mais tardios podem ser observados ainda no dia seguinte de recuperacao.

A metabolémica, como ciéncia emergente, possui alto potencial para contribuir
com diversos campos a serem explorados, como diferentes matrizes, condicbes
fisicas, patologias e populacdes. Sdo necessarios mais estudos com o objetivo de
investigar as adaptacdes metabdlicas crénicas de protocolos de treinamento, e 0s
efeitos de intensidades variadas no metaboloma humano.

Em relacdo aos resultados do estudo 2, intitulado: “Influéncia crénica do
treinamento muscular inspiratorio em diferentes intensidades no metaboloma sérico
humano”, trés diferentes intensidades de um protocolo de TMI na populacdo de
ciclistas recreacionais ndo foram capazes de gerar alteragcdes metabdlicas cronicas
detectadas por meio da RMN *H utilizando tanto o modelo linear geral (GLM), quanto
a analise por PCA. Estes resultados sao valiosos para o planejamento de estudos
futuros utilizando a metabolémica para verificar as adaptacdes metabdlicas geradas
pelo TMI. Estudos com um maior nimero de participantes, o uso de uma técnica mais

sensivel como a LC-MS/MS, associada a grandes acervos de padrdes quimicos e
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analises estatisticas robustas possivelmente contribuirdo com a elucidagéo dos efeitos
do TMI e das diferentes intensidades, ou até mesmo a descoberta de novos

biomarcadores relacionados com a aplicacdo do treine—treinamento muscular

inspiratorio e responsaveis pela melhora do desempenho fisico no esporte. Além
disso, o estudo metaboldmico com analise do efeito do TMI em popula¢cdes com
doencas poderd trazer contribuicbes adicionais acerca das alteracdes em
biomarcadores relacionados a patologia, e aos beneficios do TMI relacionades
Implicados na modulacao desses biomarcadores, como resultado da melhora de forca,
capacidade funcional e qualidade de vida.

Como desdobramentos futuros, serdo realizados tratamentos quimiométricos
mais robustos, como o método supervisionado PLS-DA buscando obter um modelo
que permita a separacdo entre as classes. As amostras restantes ainda serao
analisadas utilizando a técnica de LC-MS, explorando os efeitos do TMI por meio de

uma plataforma analitica mais sensivel.
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APENDICE 1 — Resumo do manuscrito a ser submetido

Teste de resisténcia muscular respiratéria com alta intensidade: correlacfes

com o teste de esfor¢co cardiopulmonar

Sakaguchi, C.A.; Jamami, M.; Minatel, V.; Rehder-Santos, P.; Ducatti, R.; Ribeiro,
B.A.; Silva, E.; Catai, A.M.

Objetivos: Caracterizar as respostas de um protocolo de teste de resisténcia da
musculatura inspiratéria (RMI) de carga constante utilizando a presséo inspiratéria
critica (PThC), uma intensidade que representa a relacdo entre forca e tempo
sustentado; e correlacionar as respostas do teste de exercicio cardiopulmonar
(TECP). Métodos: Estudo observacional, transversal. Neste estudo, 79 participantes
fisicamente ativos dos sexo masculino (39.0+12.0 anos) realizaram o teste de RMI
com carga constante utilizando a PThC (RMI-PThC) e o TECP. Os dados metabdlicos
e ventilatérios foram coletados durante ambos os testes, e 0s pontos registrados no
TECP representaram: o limiar anaerébio ventilatério (LAv); ponto de compensacao
respiratéria (PCR); pico de consumo de oxigénio (VOzrico) e 80% VOzpico. AS
correlagdes foram realizadas utilizando os testes de correlagdo de Pearson ou
Spearman, de acordo com a distribuicdo da amostra e de suas variancias, e 0s
coeficientes de correlacéo (r) estatisticamente significativos se p<0,05. Resultados:
Houve diferenca significativa entre todos os momentos do TECP, exceto entre
80%VO2rico € 0 PCR. Foram encontradas correlacdes positivas entre o teste de RMI-
PThC e o TECP para as variaveis VOz, estimativa do equivalente metabolico (MET) e
carga. No momento do LAv: r=0.443, p<0.001 para VOz; r=0.365, p<0.001 para MET;
r=0.343, p=0.002 para carga; no momento de 80%VO2pico: r=0.407, p<0.001 para
VOg; r=0.325, p=0.003 para MET; r=0.408, p<0.001 para carga; no momento do PCR
r=0.443, p<0.001 para VOz; r=0.365, p<0.001 para MET; r=0.443, p<0.001 para carga;
e no momento do VOzpico: r=0.407, p<0.001 para VOz2; r=0.371, p<0.001; para MET;
r=0.408 e p<0.001 para carga.

Concluséo: As respostas metabdlicas do teste de RMI de carga constante utilizando
a PThC foram positivamente correlacionadas com as respostas geradas em diferentes
momentos do TECP, mais evidentemente nos momentos de VO2PICO e
80%VO2PICO. A PThC representa o limiar entre o0 exercicio intenso e severo, e 0
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esforco gerado com a sua utilizacdo esté relacionado as demandas de um exercicio
global, e a sua utilizacdo no meio clinico é potencialmente uma ferramenta para

avaliacdo da capacidade funcional.
Palavras-chave:

exercicio respiratério; teste de exercicio cardiopulmonar; testes de funcao respiratoria;

musculos respiratdrios, mecanismos respiratorios.
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Abstract: This systematic review provides a qualitative appraisal of 24 high-quality metabolomics-
based studies published over the past decade exploring exercise-induced alterations of the human
metabolome. Of these papers, 63% focused on acute metabolite changes following intense and
prolonged exercise. The best studies utilized liquid chromatography mass spectrometry (LC-MS/MS)
analytical platforms with large chemical standard libraries and strong, multivariate bioinformatics
support. These studies reported large-fold changes in diverse lipid-related metabolites, with more
than 100 increasing two-fold or greater within a few hours post-exercise. Metabolite shifts, even after
strenuous exercise, typically return to near pre-exercise levels after one day of recovery. Few studies
investigated metabolite changes following acute exercise bouts of shorter durations (< 60 min) and
workload volumes. Plasma metabolite shifts in these types of studies are modest in comparison.
More cross-sectional and exercise training studies are needed to improve scientific understanding
of the human system'’s response to varying, chronic exercise workloads. The findings derived from
this review provide direction for future investigations focused on the body’s metabolome response
to exercise.

Keywords: exercise; sports; metabolomics; metabolism
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Cardiovascular da UFSCar. 40 individuos do sexo masculino, idade entre 20 e 40 anos, praticantes de
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responderdo a um recordatério nutricional (R24h) para controle do padrdo do consumo alimentar. No inicio e
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(fingerprint). E o objetivos secundarios sao Caracterizar as respostas metabdlicas basais, a partir do estudo
metabolémico por RMN de 1H (fingerprint); Comparar os comportamentos dos espectros encontrados nos
trés grupos de treinamento;Observar metabdlitos especificos ou classes de metabdlitos que sofreram
alteracbes em suas concentragdes decorrentes do treinamento e a diferenca entre elas nos grupos
estudados;ldentificar os principais compostos e/ou classes de compostos responsaveis por alteragées
utilizando RMN 1D e 2D, antes e apés 11 semanas de TMI em ciclistas recreacionais;Comparar as
respostas encontradas no metaboloma apés TMI associado ao ciclismo, frente as caracteristicas do
metaboloma da pratica isolada do esporte.
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O pesquisador responsavel descreve como riscos que "Os participantes durante a participagéo do projeto
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equipe de profissionais especializados e treinados para auxiliar em casos de
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disso, os mesmos realizardo avaliagbes de composi¢cdo corporal, exame de sangue, testes de forca e
resisténcia muscular respiratéria, teste ergométrico clinico, teste cardiopulmonar e acompanhamento
nutricional de forma gratuita, e receberao ao final da pesquisa, todos os resultados destas avaliagdes, além
de orientagdes para a melhora da sua pratica esportiva e para manutengcdo de bons habitos de vida,

prevenindo assim possiveis doengas."
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Projeto adequado.
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O Comité de Etica em Pesquisa (CEP) em Seres Humanos recomenda que os pesquisadores responsaveis
consultem as normas do CEP e a resolugéo n°® 466 de 2012, disponiveis na pagina da Plataforma Brasil em
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Abstract: This systematic review provides a qualitative appraisal of 24 high-quality metabolomics-
based studies published over the past decade exploring exercise-induced alterations of the human
metabolome. Of these papers, 63% focused on acute metabolite changes following intense and
prolonged exercise. The best studies utilized liquid chromatography mass spectrometry (LC-MS/MS)
analytical platforms with large chemical standard libraries and strong, multivariate bioinformatics
support. These studies reported large-fold changes in diverse lipid-related metabolites, with more
than 100 increasing two-fold or greater within a few hours post-exercise. Metabolite shifts, even after
strenuous exercise, typically return to near pre-exercise levels after one day of recovery. Few studies
investigated metabolite changes following acute exercise bouts of shorter durations (< 60 min) and
workload volumes. Plasma metabolite shifts in these types of studies are modest in comparison.
More cross-sectional and exercise training studies are needed to improve scientific understanding
of the human system’s response to varying, chronic exercise workloads. The findings derived from
this review provide direction for future investigations focused on the body’s metabolome response
to exercise.

Keywords: exercise; sports; metabolomics; metabolism
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Abstract: This study investigated the chronic effect of inspiratory muscle training (IMT) on the human
serum metabolome in healthy male recreational cyclists. Using a randomized, parallel group design,
twenty-eight participants were randomized to three IMT groups: low intensity (LI, n = 7); moderate
intensity (MI, n = 10); and high intensity (HI, n = 11). The IMT was performed for 11 weeks. Another
group of participants under the same conditions, who did not perform the IMT but participated
in all procedures, was included as controls (CG, n = 6). Blood samples were collected one week
before and after 11 weeks of IMT and analyzed for metabolite shifts using 1H NMR. Statistical
analysis included a 4 (group) x 2 (time) repeated measures ANOVA using the general linear model
(GLM), and multivariate principal component analysis (PCA). Untargeted metabolomics analysis of
serum samples identified 22 metabolites, including amino acids, lipids, and tricarboxylic acid cycle
intermediates. Metabolites shifts did not differ between groups, indicating that IMT at three intensity
levels did not alter the serum metabolome relative to the control group. These results reveal novel
insights into the metabolic effects of the IMT and are consistent with the results from other studies
showing negligible chronic alterations in the serum metabolome in response to physical training.

Keywords: breathing exercises; muscle strength; muscle endurance; inspiratory muscle;
metabolomics; metabolism




