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RESUMO

A obesidade é considerada uma epidemia mundial, exercendo grande impacto na
morbimortalidade de causa cardiometabdlica. Individuos obesos cursam,
frequentemente, com piora da aptiddo cardiorrespiratoria (ACR), dos ajustes
cardiovasculares e da funcéo muscular tendo, por conseguinte, um relevante impacto
na capacidade funcional. No entanto, uma subpopulag¢ao, os denominados “obesos
metabolicamente saudaveis”, parece apresentar uma menor probabilidade de
desenvolver tais comprometimentos devido a um perfil metabdlico mais favoravel,
apesar do excesso de gordura corporal. Nesse contexto, propusemos a realizacao de
trés estudos observacionais e transversais que poderiam contribuir no entendimento
das capacidades e respostas fisiologicas globais na populacdo adulta jovem (20-45
anos) frente a diferentes testes de exercicio, incluindo o teste maximo de exercicio
cardiopulmonar (TECP) e testes funcionais de campo, de grande potencial para
aplicabilidade clinica. Os testes submaximos, em contraste com o0 padrao-ouro para
avaliacdo da ACR (TECP), tem a caracteristica de serem menos OnNerosos e
interessantes por mimetizarem atividades usuais de vida diaria, como o teste de
degrau de seis minutos (TD6) (estudo I) e o teste de caminhada de seis minutos (TC6)
(estudo Il). Posteriormente (estudos Il e lll), visamos investigar se haveria uma
influéncia do perfil metabdlico, a saber a associacdo com a Sindrome Metabdlica
(SM), resisténcia insulinica (RI) e a inflamacéo sistémica, em tais desfechos clinicos.
O primeiro estudo avaliou, em um primeiro momento, uma amostra (n=31) composta
somente de mulheres adultas eutroficas (GE) e obesas sedentéarias (GO) e teve como
objetivos investigar a concordancia entre as respostas cardiorrespiratérias durante o
TD6 e o TECP; desenvolver uma equacéo preditiva a partir do TD6 para estimar a
capacidade aerébia maxima (VOzico N0 TECP); e investigar a magnitude da
associacdo entre a capacidade aerébia/funcional e a forgca e poténcia musculares
(pico de torque isocinético/isométrico, poténcia e trabalho total extensores de joelho).
Identificamos que a ACR, a capacidade funcional no TD6, a forca e a poténcia
musculares relativas foram menores em GO do que em GE. Demonstramos que o
IMC, a idade e o desempenho (ciclos subida-descida de degrau, CSD) no TD6
explicam 83% da variancia total do VOzpicoNo TECP, tendo sido possivel a elaboracéo
de uma equacao preditiva. Foram encontradas correlagdes de significativas entre a

ACR, a capacidade funcional (TD6) e forca e poténcia musculares. O estudo Il (n=66)
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visou avaliar as respostas cardiorrespiratorias nos testes submaximos de caminhada
de seis minutos (TC6) e o TD6 e a modulacdo autondmica cardiaca (MAC) pela
variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC), por indices lineares e nao lineares tanto
em repouso quanto durante os testes, e suas associacdes com a Rl e a inflamacéao
sistémica em homens e mulheres eutréficos (GE), obesos saudaveis (GOS) e com SM
(GONS). Verificamos que as respostas cardiorrespiratorias (metabolo-ventilatorias)
durante o exercicio sdo afetadas pela obesidade por si s6 e ndo refletem a influéncia
da SM em obesos. No entanto, em individuos obesos com SM, a MAC em repouso e
em resposta ao exercicio esta alterada, a saber uma reduzida modulacdo
parassimpatica e VFC global em repouso bem como uma alterada complexidade em
resposta ao exercicio. A Rl esteve associada a uma alterada ACR, mas ndo a VFC, e
niveis seéricos de IL-10 e TNF-a estiveram associados a VFC. Finalmente,
demonstramos que o TD6 induz maior estresse cardiovascular do que o TC6, podendo
ser aplicavel para a avaliagdo da MAC na prética clinica. O estudo Il (n=61) teve como
objetivo comparar o perfil metabdlico e inflamatério, sobretudo o papel de
biomarcadores especificos leptina (LP),; adiponectina (ADP) e miostatina (MSTN) e a
func@o muscular, o gasto energético basal e a ACR entre GE, GOS e GONS, sendo
que o ultimo, desta vez, foi caracterizado pela associacdo da SM com a presenca de
RI. Concluimos por este estudo que elevados niveis de MSTN e LP/ADP estédo
associados a SM e a RI, a inflamacéo crénica de baixa intensidade e a reduzida massa
muscular. LP/ADP esta associada a parametros de obesidade por si s6 e a ACR e,
nem LP/ADP nem MSTN estdo associados ao gasto energético basal e a funcéo

muscular, como fora previamente sugerido em modelos experimentais animais.

Apoio financeiro: Fundacédo de Amparo a Pesquisa do Estado de Séao Paulo (FAPESP
2013/15681-3).



Xii

ABSTRACT

Obesity is considered a worldwide epidemic, exerting great impact on cardiometabolic
morbidity and mortality. Obese individuals often present poor cardiorespiratory fitness
(CRF), altered cardiac autonomic modulation (CAM) and muscle functioning and,
therefore a higher risk of developing physical disabilities and life-threatening events
later in life. However, a subpopulation, the so-called "metabolically healthy obese,"
appears to be less likely to develop such impairments because of a more favorable
metabolic profile, despite excessive body fat. In this context, we proposed the
accomplishment of three observational and cross-sectional studies that could
contribute to the comprehension of the global capacity and physiological responses in
young adults aged 20 to 45 years when submitted to different exercise tests, including
the cardiopulmonary exercise testing (CPX), the gold standard method for evaluating
CRF, and field functional tests, which are less costly and interesting because they
mimic usual activities of daily living, such as the six-minute step test (6MST) (Study )
an the six-minute walking test (Study Il). Thereafter (Studies Il and Ill), we aimed to
investigate whether there would be an influence of the metabolic profile, namely the
association with Metabolic Syndrome (MetS), insulin resistance (IR) and systemic
inflammation, in such clinical outcomes. The first study evaluated a sample composed
only of sedentary normal-weight (NW) and obese (OB) women (n=31) to investigate
the agreement between cardiorespiratory responses from the 6MST and CPX; to
develop a predictive equation from the 6MST to estimate the maximal aerobic capacity
(VO2peak in the CPX); and to investigate whether aerobic/functional capacities are
related to muscle strength and power (knee extensor peak isokinetic/isometric torque,
power and total work). We found that CRF, functional capacity (6MST), relative muscle
strength and power were lower in OB than in NW women. We demonstrated that body
mass index (BMI), age and performance (up-and-down cycles) in the 6MST explain
83% of maximal VOgzpeak total variance, and it was possible to elaborate the predictive
equation. Moderate to strong correlations were found between CRF, functional
capacity (6MST) and muscular strength and power. Study Il (h=66) aimed at evaluating
cardiorespiratory responses to exercise and CAM (at rest and during the submaximal
six-minute walking test [EMWT] and 6MST) by linear and nonlinear indices of heart
rate variability (HRV), and their associations with IR and systemic in NW and OB men

and women, with or without MetS. We found that cardiorespiratory responses to
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exercise are affected by obesity per se and do not reflect the influence of MetS in
obese patients. However, MetS seems to affect CAM at rest and in response to
exercise, since we observed reduced parasympathetic modulation and overall HRV at
rest as well as an altered complexity in response to exercise in the OB group with
MetS. IR was associated with altered CRF, but not with HRV, and serum levels of IL-
10 and TNF-a were associated with HRV. Finally, we demonstrated that the 6MST
induces greater cardiovascular stress than the 6MWT, and may be applicable for MAC
evaluation in clinical practice. Study Il (n=61) aimed to compare the metabolic and
inflammatory profile, especially the role of specific biomarkers (leptin, LP, adiponectin,
ADP and myostatin, MSTN) and muscle function, energy expenditure and CRF
between the same groups. The last group, however, was characterized by the
association of MetS with IR. We concluded from this study that high levels of MSTN
and LP-to-ADP ratio are associated with MetS and IR, low-grade chronic inflammation
and low muscle mass. LP/ADP is associated with parameters of obesity alone and with
CRF, and neither LP/ADP nor MSTN are associated with energy expenditure and

muscle function, as suggested in previous studies in animal models.

Financial support: Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Séo Paulo
(FAPESP 2013/15681-3).
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CONTEXTUALIZACAO

A obesidade é caracterizada pelo aumento da adiposidade e € comumente
definida pelo indice de massa corporal (IMC) igual ou superior a 30 kg/m?, o qual foi
inicialmente estabelecido para diagndstico clinico desta condi¢do que se enquadra no
grupo de doencas crbénicas ndo-transmissiveis e néo infecciosas pela Organizacdo
Mundial da Saude (OMS), que s&o responsaveis por aproximadamente 70% de
mortes ocorridas no mundo. Ainda, a Vigilancia de Fatores de Risco e Protecao para
Doencas Cronicas (Vigitel, Ministério da Saude, 2015), evidenciou que a obesidade
tem aumentado progressiva e substancialmente no pais, sendo que aumentou de 12%
para quase 20% entre 2008 e 2015. Mundialmente, a prevaléncia mais do que dobrou
desde a década de 80 e, em 2014, 13% dos adultos (11% homens e 15% mulheres)
eram considerados obesos e 39%, sobrepeso (WHO, 2016).

Hoje, a obesidade é considerada uma epidemia mundial e uma grave
problematica em saude publica (Mitchell et al., 2011). Isto porque exerce grande
impacto no desenvolvimento de morbidades cardiometabdlicas e mortalidade
associada a essas causas em virtude de cursar, frequentemente, com piora da aptidao
cardiorrespiratéria (ACR) (Di Thommazo-Luporini et al., 2015; Kachur et al., 2017), da
saude cardiovascular (Bastien et al., 2014), da modulacdo autonémica cardiaca
(MAC) (Yadav et al., 2017), da funcdo muscular (Tomlinson et al., 2016) e, por
conseguinte, da capacidade fisico-funcional (Pataky et al., 2014) e qualidade de vida
(Larsson et al., 2002; Taylor et al., 2013).

Acredita-se que 0os mecanismos pelos quais a obesidade esté relacionada ao
desenvolvimento de tais comprometimentos seja, pelo menos em parte, atribuido a
disfuncdo dos mecanismos barorreflexos reguladores da frequéncia cardiaca (FC) e
da acado conjunta dos mecanoceptores e metaboceptores (Rowell, 1992; Dipla et al.,
2012), a inflamacao sistémica cronica ou subclinica obesidade-dependente (Gregor e
Hotamisligil, 2011) e, principalmente, a resisténcia insulinica (RI) e disturbios do
metabolismo lipidico (Rader, 2007) que estdo frequentemente, mas nao
invariavelmente, associados a obesidade.

Nesse sentido, nos ultimos anos, grandes esforcos tem se voltado para a
caracterizacdo de fendétipos que seriam considerados “metabolicamente saudavel” e
“ndo saudavel” na presenca da obesidade, para melhor caracterizar a prevaléncia, as

caracteristicas fisiologicas e, por consequéncia, identificar os riscos a saude em longo
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prazo destas subpopulacbes de individuos obesos que, por apresentarem distintos
perfis metabdlicos, apresentariam também distintas trajetérias de desenvolvimento de
comorbidades e outras doencas cronicas. No entanto, em virtude da classificacao de
tal fendtipo ser ainda bastante heterogénea, torna-se dificil comparar os estudos
existentes até o presente com relacdo a sua prevaléncia na populacao obesa, a qual
varia de 6 a 40% a depender do critério utilizado (Pataky et al., 2010; Phillips, 2013).
Entretanto, ha uma certa consisténcia entre eles em estabelecer o critério baseado no
diagnéstico de Diabetes e, mais frequentemente, em pontos de cortes para resisténcia
e/ou sensibilidade insulinica (mais frequentemente o indice HOMA-IR-Homeostatic
Model Assessment of Insulin Resistance) bem como glicemia e/ou insulinemia de
jejum, e componentes da Sindrome Metabdlica (SM) pelos critérios mais comumente
utilizados da NCEP-ATPIII e da Federacéo Internacional de Diabetes (IDF) (Pataky et
al., 2010; Phillips, 2013). A homogeneizacdo deste critério seria de fundamental
relevancia para, ndo somente caracterizar a prevaléncia, mas identificar alteragdes de
tais perfis ao longo dos anos e verificar se haveria uma provavel transicao do fenotipo
“saudavel” para um fendtipo “ndo saudavel”’, como se tem especulado recentemente.

Soriguer et al., 2013 em “Metabolically healthy but obese, a matter of time?
Findings from the prospective Pizarra Study, demonstraram que individuos obesos
saudaveis em principio, tornaram-se “ndo saudaveis” apés um periodo de follow-up
de seis anos. Além disso, este mesmo grupo de individuos apresentou um risco menor
do que individuos obesos “ndo saudaveis”, mas ainda assim significativo, de
desenvolver Diabetes tipo 2 ap6s onze anos de acompanhamento.

No que diz respeito a caracterizacdo destas populacdes, ndo ha na literatura,
para 0 nosso conhecimento, estudos que tenham comparado individuos obesos
saudaveis e com disturbios metabdlicos com relacdo aos preditores de doencas
cardiovasculares e incapacidades fisicas, como ACR e respostas adaptativas ao
exercicio, massa e funcdo musculares, e MAC, principalmente durante o exercicio.

E plausivel acreditar que, para além das consequéncias da obesidade
propriamente dita, obesos com desordens metabdlicas tem limitacbes mais
importantes e ajustes adaptativos ao exercicio menos eficientes do que aqueles sem
alteracdes metabdlicas tendo, portanto, uma menor capacidade funcional (Bouchard
et al., 2011). Nesse sentido, quando da aplicacdo de um estimulo externo, como o
exercicio fisico, tais ajustes seriam insuficientes para prover fluxo sanguineo

adequado a elevada demanda metabolica, levando a uma acentuada resposta
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cronotropica e pressorica, além de maior susceptibilidade a fadiga muscular precoce
e retardo no reajuste das condi¢cdes hemodinamicas basais no periodo pos-exercicio
(Dipla et al., 2012). Estes, associados a pobre ACR, podem ser os mecanismos pelos
quais obesos com SM e RI apresentariam uma inadequada resposta fisioldgica frente
ao estresse induzido pelo exercicio e reduzida funcionalidade global.

Sugere-se que a influéncia da obesidade na MAC dependa, em grande parte,
da sua associacdo com alteracdes metabdlicas, como a Sindrome Metabdlica (SM) e
a RI (Tentolouris et al., 2008; Lambert et al., 2010; Perugini et al., 2010; Stuckey et al.,
2014). Portanto, a avaliagdo e o acompanhamento da evolugdo frente a uma
intervencao fisica em resposta ao exercicio e no periodo de recuperacdo do mesmo
(Castello et al., 2011; El Agaty et al., 2016) torna-se fundamental na medida em que,
durante tais condicfes, ha uma exigéncia de ajustes mais complexos do que em
condi¢cbes de repouso.

Para o nosso conhecimento, ndo ha na literatura até o presente momento,
entretanto, estudos que tenham avaliado a MAC durante o exercicio e, sobretudo, por
meio de indices ndo lineares da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC), os quais
tem a capacidade de detectar a dinamica da resposta da VFC e sua complexidade
sendo, portanto, complementar a avaliacdo do balanco simpatovagal obtido por
métodos lineares (Vanderlei et al.,2009; Godoy, 2016).

Paralelamente ao fatores expostos, sugere-se que haveria um outro
componente contribuindo para o declinio da qualidade muscular (i.e., massa, forca e
funcdo musculares), aumento da susceptibilidade a fadiga muscular precoce e piora
da capacidade funcional, qual seja a infiltracéo de tecido adiposo inter e intramuscular
(Addison et al., 2014; Rahemi et al., 2015), que parece também ser variavel de acordo
com o fenotipo metabdlico. A lipotoxicidade induzida por este acumulo da adiposidade
€ caracterizada pela secrecao de citocinas inflamatérias nos tecidos, nesta ocasido o
tecido muscular, que mesmo na auséncia de hipotrofia/atrofia, poderia ser
responsavel pela disfuncdo dos midcitos e piora da funcdo muscular global,
perpetuando, assim, um ciclo vicioso fisiologicamente deletério que converge para o
desenvolvimento de doengas subsequentes (Marcus et al., 2012).

Tais citocinas, ou proteinas bioativas, de carater antiinflamatério e/ou
proinflamatério, sdo denominadas adipocinas (Leal e Mafra, 2013) (secretadas por
adipécitos) e miocinas (Allen et al., 2011) (secretadas por miécitos) e tem, em sua

maioria, uma acao paracrina, autocrina e endocrina. Estas citocinas, as mais
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conhecidas adiponectina (ADP) e leptina (LP), sdo grandemente responséveis pela
regulacdo do balango energético, homeostase glicémica e sensibilidade insulinica,
sintese proteica, oxidacdo lipidica, dentro outros. Por outro lado, o aumento da
concentracdo do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), uma citocina proinflamatéria
também caracteristica do aumento excessivo de tecido adiposo branco na obesidade,
além de prejudicar a sinalizacao de citocinas antiinflamatérias como a ADP, influencia
a expressao de genes envolvidos na captacdo e armazenamento de acidos graxos
livres e glicose; a supressdo de genes de fatores de transcricdo envolvidos na
lipogénese; o aumento da expressao de interleucina-6 e, indiretamente, a producao
de outros biomarcadores proinflamatorios de fase aguda, como a proteina C-reativa
(PCR) (Wisse, 2004; Leite et al., 2009).

Uma das primeiras miocinas descobertas, a miostatina (MSTN), é conhecida
por atuar ndo somente na homeostase glicémico-insulinica, mas sobretudo na
regulacao da miogénese, inibindo o crescimento muscular e sua regeneracao. Apesar
de ser sugerida uma associa¢do negativa entre os niveis de miostatina e a massa
muscular e uma associacao positiva com a presenca da SM, RI e Diabetes tipo 2, tais
achados sao ainda controversos em humanos, e ainda nao se conhece integralmente
a sua influéncia no metabolismo energético, funcdo e consumo de oxigénio
musculares (aqui representado pela ACR), principalmente em adultos obesos
(Mcpherron et al., 1997; Mcpherron, 2010; Pedersen e Febbraio, 2012).

Assim, o resultante desbalanco de citocinas proinflamatérias mais abundantes
em detrimento daquelas de acdo antiinflamatéria, promovem o que se denominou
“‘metainflamacéo” (Lumeng e Saltiel, 2011), o que também explica 0 mecanismo pelo
qual o acumulo excessivo de gordura, e subsequente alteracdo do metabolismo
adiposo e muscular, esta relacionado aos inumeros disturbios cardiometabdlicos e
outras doencas cronicas, como a Diabetes Melittus tipo 2 e as doencas
cardiovasculares. Além disso, uma equiparavel condicdo denominada obesidade
sarcopénica ou dinapénica (i.e., acimulo de gordura e reducdo da massa e funcéo
musculares) (Cruz-Jentoft et al., 2010; Sakuma e Yamaguchi, 2013; Kim e Choi,
2015), também demonstra elevado risco para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares e metabdlicas, assim como esta envolvida com uma mais
proeminente reducdo da capacidade funcional, mobilidade e vitalidade em idosos

(Prado et al., 2012). Assim, seria de extrema importancia identificar individuos com
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potencial para o desenvolvimento desta sindrome na fase adulta, a fim de prevenir o
desenvolvimento de doegas cronicas na idade avangada.

Neste contexto, o Consenso Europeu em Sarcopenia (EWGSOP) (Cruz-Jentoft
et al., 2010), neste caso para a populagéo idosa, preconiza a avaliacdo da forca e
resisténcia musculares bem como de desempenho em testes funcionais, além
daquelas de massa muscular tdo somente. Ainda, o Cardiovascular Health Study, um
estudo longitudinal, constatou que a avaliacdo e intervencédo visando a melhora da
funcdo muscular seria extremamente relevante no que diz respeito a protecao contra
o desenvolvimento de doencas cardiovasculares (Stephen e Janssen, 2009).

Assim, avaliar e caracterizar os diferentes fen6tipos metabdlicos na obesidade
com relacdo aos componentes envolvidos na capacidade funcional para estratificacéo
do risco e futura elaboracdo de estratégias mais eficazes e direcionadas, seria
importante para permitir um melhor entendimento do comportamento fisiol6gico desta
populacdo. Neste sentido, os testes de campo séo interessantes para avaliacdo dos
componentes envolvidos na capacidade funcional na medida em que séo testes
submaximos que requerem estrutura, equipe e investimento bastante reduzidos
quando comparados ao teste ergoespiromeétrico, além de serem atraentes por sua facil
aplicabilidade e representatividade com relacdo as atividades de vida diaria.

Entretanto, ainda pouco se conhece sobre as respostas a testes de exercicio
submaximos na populacdo obesa em relacdo a demanda muscular, ventilatéria,
cardiometabodlica e da funcdo autondmica requeridas nestas atividades e,
principalmente, se individuos considerados “obesos metabolicamente saudaveis”
teriam efetivamente uma vantagem biolégica, mais similar a de individuos de peso
normal, do que aqueles com desordens metabdlicas com relacdo a capacidade
funcional global. Além disso, ndo é completamente conhecida a relacdo entre a
capacidade funcional e a forca e resisténcia musculares em obesos, tampouco a sua
relagdo com o perfil metabdlico-inflamatério desta populagéo.

A partir do exposto, tivemos como objetivo avaliar a ACR, a funcdo muscular e
as respostas cardiometabdlicas e autondmicas durante testes de avaliagdo funcional
de individuos obesos, primeiramente considerando a obesidade Unica e
exclusivamente (estudo |) e, posteriormente, estratificando-os em “metabolicamente
saudaveis” e “ndo saudaveis” conforme presenca ou nao da SM e/ou RI (estudo Il e
[Il). Secundariamente, objetivamos investigar mais especificamente a influéncia de

biomarcadores especificos da obesidade, especialmente a miostatina, que foram até
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0 presente momento majoritariamente investigados em estudos experimentais, mas
pouco explorados em relacdo ao metabolismo humano, principalmente em estudos
clinicos. Hipotetizamos que individuos obesos com SM e RI apresentariam mais
expressivos comprometimentos em nivel de ACR, massa e funcdo musculares e
alterada MAC, ndo somente em repouso, mas também em resposta ao estresse
induzido pelo exercicio. Além disso, hipotetizamos que altos niveis de biomarcadores
proinflamatérios (LP/ADP) e inibitérios do crescimento muscular (MSTN) estariam
associados ao pior perfil metabdlico, inflamatério bem como ao pior perfil aerébico-
funcional e muscular e que um ponto de corte de tais biomarcadores, ainda
inexistentes na literatura, poderia indicar um parametro a partir do qual se espera
identificar um fendtipo metabdlico ndo saudavel.

Nesse sentido, foi realizado um primeiro estudo comparando mulheres obesas
e eutréficas com relacdo a capacidade aerdbia e funcional no teste de degrau de seis
minutos (TD6) e sua capacidade preditiva em estimar a ACR méxima, bem como sua
associacdo com a funcdo muscular. Tal estudo foi publicado em 2015 no periédico
PlosOne (APENDICE I). Em seguida, desenvolvemos um segundo trabalho (estudo
II) que foi submetido a avaliacdo do corpo editorial do periédico cientifico European
Journal of Physical and Rehabilitation Medicine (APENDICE II). Tal estudo teve como
objetivo avaliar as respostas cardiorrespiratorias e autonémicas e suas associacdes
com a RI e inflamacéo sistémica em eutroficos e obesos, com e sem SM. Finalmente,
o terceiro trabalho (estudo Ill), submetido a avaliacdo do corpo editorial do periédico
cientifico Cytokine teve como objetivo avaliar a ACR, o metabolismo energético basal
e a funcdo muscular e suas associagdes com os biomarcadores leptina, adiponectina
e miostatina em eutréficos e obesos, com e sem SM e RI. Neste ultimo estudo,
buscamos também sugerir pontos de corte desses biomarcadores para identificacéo
do fendtipo metabolicamente saudavel em obesos.

Um melhor entendimento dos determinantes moleculares e clinicos que
permeiam a obesidade e seus subtipos metabdlicos auxiliara, certamente, nas
estratégias preventivas individualizadas para atenuar o desenvolvimento das doencas

cronicas, mais particularmente aqueles com maior risco cardiometabalico.
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Prediction of cardiorespiratory fithess by the six-minute step test and its association
with muscle strength and power in sedentary obese and lean young women: a cross-

sectional study.

Abstract

Background and aim: Impaired cardiorespiratory fitness (CRF) is a hallmark
characteristic in obese and lean sedentary young women. Peak oxygen consumption
(VO2peak) prediction from the six-minute step test (6MST) has not been established for
sedentary females. It is recognized that lower-limb muscle strength and power play a
key role during functional activities. The aim of this study was to investigate
cardiorespiratory responses during the 6MST and CPX and to develop a predictive
equation to estimate VOgzpeak in both lean and obese subjects. Additionally, we aim to
investigate how muscle function impacts functional performance. Method:
Observational and cross-sectional study. Lean (LN = 13) and obese (OB = 18) women,
aged 20-45, underwent a CPX, two 6MSTs, and isokinetic and isometric knee
extensor strength and power evaluations. Regression analysis assessed the ability to
predict VO2peak from the 6MST, age and body mass index (BMI). CPX and 6MST main
outcomes were compared between LN and OB and correlated with strength and power
variables.Results: CRF, functional capacity, and muscle strength and power were
lower in the OB compared to LN (<0.05). During the 6MST, LN and OB reached ~90%
of predicted maximal heart rate and ~80% of the VO2peak Obtained during CPX. BMI,
age and number of step cycles (NSC) explained 83% of the total variance in VO2peak.
Moderate to strong correlations between VOzpeak at CPX and VOzpeak at 6MST (r =
0.86), VO2peak at CPX and NSC (r = 0.80), as well as between VOazpeak, NSC and
muscle strength and power variables were found (p<0.05).Conclusions: These
findings indicate the 6MST, BMI and age accurately predict VO2peak in both lean and
obese young sedentary women. Muscle strength and power were related to measures
of aerobic and functional performance. Keywords: obesity; step test; cardiopulmonary

exercise testing; functional capacity.
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Resumo

Introducédo: A aptiddo cardiorrespiratéria (ACR) reduzida é uma caracteristica
marcante em mulheres jovens sedentarias, tanto obesas quanto eutroéficas. A predicao
do consumo de oxigénio no pico (VOzpico) do teste de degrau seis minutos (TD6) nédo
foi estabelecida para mulheres sedentarias até o presente momento. E conhecido que
a forca e a poténcia musculares dos membros inferiores desempenham um papel
fundamental durante as atividades funcionais. Objetivo: O objetivo deste estudo foi
investigar as respostas cardiorrespiratorias durante o TD6 e o teste de exercicio
cardiopulmonar méximo sintoma-limitado (TECP) e desenvolver uma equacao
preditiva para estimar o VOzpico em eutroficas e obesas. Além disso, nosso objetivo foi
investigar a magnitude da associacdo entre a funcdo muscular e a capacidade
funcional. Métodos: Mulheres eutréficas (GE=13) e obesas (GO=18), com idade entre
20 e 45 anos, foram submetidas ao TECP, TD6 e a avaliagcdo do pico de torque
isocinético e isométrico bem como a poténcia extensora do joelho por dinamometria
isocinética. A analise de regressao avaliou a capacidade de predizer o VOzpico a partir
do TD6, da idade e do indice de massa corporal (IMC). Os principais resultados do
TECP e do TD6 foram comparados entre GE e GO e correlacionados com as variaveis
de forca e poténcia musculares. Resultados: A ACR, a capacidade funcional, a for¢a
e a poténcia musculares relativas foram menores no GO do que no GE (p<0,05).
Durante o TD6, ambos os grupos atingiram ~90% da frequéncia cardiaca maxima
prevista e ~80% do VOzpico Obtido durante o TECP. O IMC, a idade e o numero de
ciclos de subida e descida no degrau (CSD) explicaram 83% da variancia total do
VOz2pico. FOram encontradas correlagdes significativas entre o VOzpico N0 TECP e 0
VOzpico N0 TD6 (r = 0,86), 0 VOzpico N0 TECP e 0 CSD (r = 0,80), assim como entre
VOz2pico, CSD e forca e poténcia musculares (p <0,05). Concluséo: Esses achados
indicam que o TD6, o IMC e a idade predizem com excelente acuracia o0 VOzpico €m
mulheres sedentérias de peso normal e obesas. A forca e a poténcia musculares
relacionam-se com as medidas de capacidade aerébio e funcional. Palavras-chave:

obesidade; teste de degrau; teste de exercicio cardiopulmonar; capacidade funcional.
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Introducéo

A obesidade é considerada uma grave problematica em saude publica nos
dias atuais em virtude da sua crescente prevaléncia em todo o mundo, sendo
considerada atualmente uma epidemia. A aptiddo cardiorrespiratéria (ACR) e um
estilo de vida sedentario sdo caracteristicas tipicas de adultos jovens, ndo somente
obesos, mas também de individuos considerados de peso normal, sobretudo em
mulheres (Organiza¢do Mundial de Saude, 2014; Gonzélez-Gross e Meléndez, 2013).
Assim, a avaliacdo da ACR e a adequada prescricdo de um programa de exercicios
individualizado (American Thoracic Society, 2003) por meio da identificacdo de
anormalidades cardiovasculares e musculo-esqueléticas que possam afetar a
capacidade de exercicio e de atividades funcionais de vida diaria, sdo essenciais para
a prevencao e tratamento da obesidade.

Nesse sentido, o teste cardiopulmonar (TECP) é util para avaliar
objetivamente a resposta dos sistemas fisioldgicos integrados ao exercicio dinamico
e € considerado o método padrdo-ouro para avaliar a capacidade aerébia (American
Thoracic Society, 2003; Guazzi et al., 2012). No entanto, devido as suas elevadas
exigéncias técnicas e de custo, protocolos indiretos e submaximos que estimem
valores maximos, sobretudo de consumo de oxigénio (VO3), foram desenvolvidos para
minimizar essas barreiras em contextos clinicos (Di Thommazo-Luporini et al., 2012;
Quinart et al., 2014; Neves et al., 2015; Ekblom-Bak et al., 2014; Dourado et al., 2013;
Bandyopadhyay, 2013; Cataneo et al., 2010). Dentre os protocolos de teste funcional
mais comuns, 0 teste de degrau se destaca por seu baixo custo, simplicidade,
portabilidade e acessibilidade bem como a exigéncia de espaco fisico reduzido (Da
Costa et al., 2014, Arcuri et al., 2015; Petrella et al., 2001; Siconolfi et al., 1985).

Neste contexto, muitas perguntas sobre ACR, capacidade funcional e funcao
muscular e suas relacdes restam a ser exploradas em individuos obesos e néo
obesos. Por exemplo, a forca e a poténcia muscular dos membros inferiores séo
variaveis que podem desempenhar um papel fundamental nas atividades diarias
funcionais e tém sido associadas a velocidade da marcha, a capacidade de subir e
descer escadas e a transicdo da postura sentada para a ortostéatica (Barbat-artigas et
al, 2014; Lerner et al., 2014; Rolland et al., 2009). Assim, nos ultimos anos, tem sido
dada maior atencdo ao estudo da capacidade de geragdo de forgca muscular na

presenca ou auséncia de obesidade (Maffiuletti et al., 2007; Hulens et al., 2001,
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Paolillo et al., 2012; Maffiuletti et al., 2008; Hulens et al., 2002; Lafortuna et al., 2002;
Lafortuna et al., 2013), embora evidéncias na literatura sobre seu comportamento,
bem como seu envolvimento na capacidade funcional e ACR, ainda sejam escassas.

Assim, o0 presente estudo tem como objetivo avaliar e correlacionar as
respostas cardiorrespiratérias durante o teste de degrau de seis minutos (TD6) e o
TECP, para investigar a intensidade deste teste funcional em contraste com a
avaliacao padréao-ouro da ACR e, adicionalmente, desenvolver uma equacéo preditiva
para estimar o VOzpico tanto em mulheres eutréficas quanto obesas sedentérias
jovens. Além disso, objetivamos investigar até que ponto a forga e a poténcia muscular
estdo associadas a capacidade funcional nesta populacao.

Hipotetizamos que o desempenho no TD6 seja capaz de prever respostas
cardiorrespiratérias maximas e sua estimativa seria aplicavel tanto em mulheres
jovens eutroficas como obesas. Outras caracteristicas individuais intrinsecas
poderiam aumentar a precisao da equacao preditiva. Além disso, o desempenho neste
teste funcional estaria fortemente associado a for¢a e poténcia muscular dos membros

inferiores.

Materiais e métodos

Desenho experimental e populacdo do estudo

Mulheres sedentarias eutréficas e obesas com idades entre 20 e 45 anos
foram recrutadas da comunidade por meio de comunicacédo social via Departamento
e Universidade, em revistas comunitérias, bem como anuncios de radio e televiséo.
ApOds 0s potenciais sujeitos responderem a primeira triagem por correspondéncia ou
por telefone, considerando-se os principais critérios de inclusdo e exclusao, os
mesmos foram submetidos ao primeiro dia de avaliagdo. As voluntarias qualificadas
foram alocadas no grupo eutréficas (GE, n=13) ou no grupo obesas (GO, n=18) de
acordo com o indice de massa corporal (IMC) e porcentagem de gordura corporal total
(MG): 1) GE: < 25 kg.m? e < 35% de MG; e 2) OB: = 35 kg.m*? e240% de MG. O GO
continha exclusivamente mulheres com obesidade severa e morbida. Adicionalmente,
foram incluidas no estudo apenas aquelas que apresentavam massa corporal estavel
nos ultimos seis meses prévios ao inicio do estudo sem terem feito qualquer

intervencao nutricional ou programa de exercicio aerébio ou resistido supervisionado.
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O critério para um estilo de vida sedentario foi considerado como sendo a realizagédo
de atividade fisica estruturada de baixa intensidade de duracéo inferior a 150 minutos
por semana. Os critérios de exclusdo considerados foram: gestacdo, menopausa
precoce, cirurgias ginecologicas e/ou ortopédicas, tabagismo e/ou periodo de
abstinéncia inferior a um ano antes do inicio do estudo, etilismo, uso de medicamentos
de uso continuo (exceto anticoncepcional), diagnostico de doencas pulmonares,
cardiovasculares e/ou metabdlicas, distarbios neurolégicos, dificuldade em
compreender procedimentos experimentais ou comprometimento cognitivo
identificado subjetivamente pelo avaliador.

Os procedimentos do estudo foram realizados em dias ndo consecutivos com
intervalos de, no minimo, 48 horas: 1) 1° dia: avaliacdo clinica composta de
anamnese, medidas antropométricas, analise da composi¢do corporal, questionario
de atividade fisica de Baecke, espirometria para avaliacao da funcéo pulmonar basal
e familiarizacdo com ergdbmetros e procedimentos dos testes de exercicios; 2) 2° Dia:
coleta sanguinea; 3) 3° Dia: TECP em esteira ergométrica; 4) 4° Dia: primeiro TD6; 5)
Dia 5: segundo TD6 para um sub-grupo da amostra composto por 12 individuos; e 6)
Dia 6: medidas de forga e poténcia muscular por dinamometria isocinética. Os autores
conduziram o estudo apds aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos da Universidade Federal de S&o Carlos (CEP-UFSCar: parecer no.
326.607) (ANEXO |) e todos voluntarios concordaram e assinaram o termo de

consentimento livre e esclarecido (ANEXO II)

Avaliacgao inicial

Uma primeira anamnese foi realizada em formato de entrevista. Além das
avaliac@es clinicas e antropométricas, os participantes responderam ao questionario
validado de atividade fisica de Baecke (Baecke et al., 1982), que inclui perguntas
sobre a percepcéao de esforco fisico durante o periodo de trabalho, lazer e atividades
esportivas. Este procedimento permitiu aos avaliadores avaliar o estilo de vida dos
voluntarios do estudo. Estatura e massa corporal (MC) foram medidas (Modelo 104-
A, Welmy®, Séo Paulo, Brasil) em posi¢cao ortostatica, com o corpo ereto, com o dorso
e calcanhares encostados na parede e olhando para frente, sem sapatos e
vestimenta. A massa corpérea e outras varidveis de composicdo corporal foram

obtidos a partir da analise da bioimpedancia elétrica tetrapolar, avaliada pelo
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analisador de composicdo corporal Tanita (Modelo BC-558 Ironmann, Tanita
Corporation, Toquio, Japdo). Os procedimentos de avaliagdo seguiram as diretrizes
do fabricante. Todas as voluntéarias participaram da avaliacédo na fase folicular do ciclo
menstrual (dias 1 a 14 a contar do primeiro dia de menstruacdo) para evitar o viés
causado pelos efeitos hormonais. Por meio de contato telefénico realizado
rotineiramente, as mesmas foram orientadas a comunicar os avaliadores quando do
inicio deste periodo do ciclo mentrual para agendamento da avaliacdo de composicao
corporal. Além disso, as voluntarias foram instruidas a estar em jejum absoluto de pelo
menos quatro horas, usar roupas leves, ndo ter metal em contato com seus corpos e
urinar previamente ao exame. Foram obtidos MG, massa magra total (MM), massa
magra apendicular do membro inferior dominante (MMappp) € indice de massa magra
apendicular total (MMappt) (Barbat-Artigas et al, 2013)

As circunferéncias da coxa, cintura e quadril foram medidas com a
aproximacédo de 1 cm de acordo com os padrées da Organizacdo Mundial de Saude
(WHO, 2008). Foram feitas trés medicdes consecutivas de cada localizacdo marcada
e a média de 2 valores com diferenca menor do que 10% foi utilizada para andlise
estatistica.

A funcéo pulmonar foi investigada por meio das manobras forgada e lenta
(Oxycon Mobile®, Mijnhardt / Jager, Wurtzburgo, Alemanha) de acordo com as
diretrizes padréo e os valores preditos para brasileiros (Pereira et al., 2007) em relacéo
a espirometria, garantindo a inclusao no estudo de voluntarios com funcao pulmonar

normal.

Analise Sanguinea

Para a andlise sanguinea, as voluntarias foram instruidas a jejuar de 12 a 14
horas, e a coleta foi realizada entre 7h00 e 8h30 da manh&. As voluntarias foram
instruidas a manter sua dieta habitual e ndo realizar exercicio nas 48 horas
precedentes ao exame. Amostras de sangue foram coletadas da veia antecubital do
membro superior por um profissional qualificado em laboratorio especializado com
certificacdo e controle de qualidade pela Sociedade Nacional de Patologia Clinica /
Medicina Laboratorial, reconhecida pelo Ministério da Saude do Brasil, por meio da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Foram quantificados os niveis de glicemia

de jejum, insulina e o subsequente indice de resisténcia a insulina (RI) pelo método
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de avaliacdo do Modelo de Homeostase (HOMA-IR) e o perfil lipidico: colesterol total
(CT), lipoproteina de alta densidade de colesterol (HDL-C), lipoproteina de baixa
densidade de colesterol (LDL-C), lipoproteina de muito baixa densidade de colesterol
(VLDL-C) e triglicérides (TGL).

Testes de Exercicios e Protocolos de Forga

Todos os seguintes testes de esfor¢co e procedimentos experimentais foram
realizados no mesmo periodo do dia devido a influéncia do ritmo circadiano, em uma
sala aclimatizada com temperatura entre 22 a 24°C e moderada umidade relativa do
ar (40-60%). Para o exercicio, as voluntarias receberam as instrucées de absterem-
se da ingestao de bebidas ou alimentos alcodlicos e/ou estimulantes e da realizacao
de atividades fisicas nas 48 horas precedentes aos testes; ndo comparecerem as
avaliacdes em jejum de mais de 2 horas ou na presenca de qualquer dor aguda ou

processos inflamatérios e/ou infecciosos vigentes.

Teste de Exercicio Cardiopulmonar (TECP)

Um TECP sintoma-limitado foi conduzido em uma esteira ergométrica (Master
Super ATL, Inbramed/Inbrasport, Rio Grande do Sul, Brasil) por um médico e dois
fisioterapeutas de acordo com o protocolo incremental em degrau de Bruce, de
velocidade e inclinacdo progressivas a cada 3 minutos, iniciado a 2,7 km.h* e 10% de
inclinacdo e limitado a 10,5 km.h! e 24% de inclinacéo, totalizando 8 estagios. Os
procedimentos e os critérios de interrupcdo seguiram recomendacfes previamente
estabelecidas (American Thoracic Society, 2003). O TECP consistiu de um repouso
inicial de quatro minutos na posi¢cao sentada e ortostatica antes do inicio do teste de
exercicio além de um periodo de recuperacao ativa pos-exercicio de trés minutos e
passiva de trés minutos, os quais foram igualmente monitorados.

Todos os testes preencheram o0s seguintes critérios minimos para ser
considerado um teste maximo: 1) relacéo de troca respiratéria maxima (RER) > 1,10;
2) Frequéncia cardiaca (FC) maxima > 90% da FC maxima prevista para a idade (i.e.,
220-idade); e 3) Tempo de exercicio de 8 a 12 minutos, sendo que o aparecimento de
quaisquer arritmias ou auto-relato de intolerancia ao teste foram considerados para

interrupgéo imediata do teste independentemente dos critérios mencionados acima.
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Entretanto, nenhum evento adverso desta natureza ocorreu com nenhuma das
voluntarias deste projeto. Todas as medidas foram coletadas respiracédo-a-respiracao
por um sistema metabdlico portatil (Oxycon Mobile®, Mijnhardt/Jager, Wurtzburgo,
Alemanha) por meio de uma mascara facial como interface. O VOzpico, medida padrao-
ouro de ACR, foi definido como o maior valor de VO2 dos ultimos 15 segundos do
exercicio. Além do VOzpico, outros dados ventilatérios e metabolicos coletados durante
o TECP e o TD6, foram transferidos para uma planilha do programa Microsoft Excel
para posterior analise, sendo que o alisamento dos dados em médias a cada 15
segundos foi realizado no software Oxycon Mobile previamente a exportacdo das
planilhas.

Também foram mensurados e registrados os sinais de eletrocardiograma de
12 derivagdes (Wincardio Micromed®, Distrito federal, Brasil), a FC, a presséao arterial
nao-invasiva (PA) e o nivel de percepcéo do esforco pela escala CR-10 de Borg (Borg,
1982). As Figuras 1A e 1B ilustram os dispositivos e posicionamento para o teste

cardiopulmonar de uma voluntéria eutroéfica.

(A) (B)

Figura 1. llustracdo do teste de exercicio cardiopulmonar com uma voluntaria
eutrofica demonstrando (A) a monitorizacdo pelo ergoespirbmetro e
eletrocardiograma e o posicionamento para o teste em esteira ergométrica e (B) o

posicionamento do pesquisador e do voluntario para mensuracéo da pressao arterial.

Teste-reteste do Teste de degrau de seis minutos (TD6)

O TDe6 foi realizado uma Unica vez e, uma parte da amostra (n=12), realizou

dois testes, com um intervalo minimo de 48 horas entre eles, para estudo da
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reprodutibilidade do teste. O TD6 caracteriza-se por ser de cadéncia livre e tempo-
limitado e € realizado em um degrau de 15 cm de altura, conforme protocolo
anteriormente descrito (Di Thommazo-Luporini et al., 2015a). Em cada minuto do
teste, os voluntarios receberam o mesmo incentivo padronizado de acordo com as
recomendacdes da associacdo ATS/American College of Chest Physicians
recomendadas para o teste de caminhada de seis minutos (TC6) (Crapo et al., 2002).
Eles foram incentivados a subirem e descerem o degrau 0 maior nimero de vezes
durante os seis minutos de teste e a instrucdo era para que iniciassem 0 exercicio
com o membro inferior dominante (Figura 2). As voluntarias eram autorizadas a
interromper e retomar o exercicio, bem como reduzir ou aumentar a velocidade de
acordo com a percepcéao de esforco.

O numero de ciclos de subida e descida (CSD) foi registrado em sua totalidade
(tempo total do teste) e minuto-a-minuto por dois observadores treinados, a fim de
assegurar a contagem precisa do desempenho neste teste. O mesmo sistema
metabdlico para a andlise de gases ventilatorios expirados, bem como o método de
determinacao do valor de pico durante o TECP foram utilizados para o TD6. A carga
de trabalho realizada durante o teste foi calculada de acordo com um estudo prévio
(Olsen et al., 1991). A FC foi monitorizada continuamente durante todo o repouso,
exercicio e recuperacao; a PA foi aferida em repouso, no pico de exercicio e durante
o terceiro e sexto minutos de recuperacédo; e a percepcao subjetiva de esforco por
meio da escala CR-10 de Borg foi anotada no terceiro e sexto minutos do TD6 bem

como no periodo de recuperacaodo referido teste.
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Figura 2. llustracdo do teste de degrau de seis minutos de uma voluntaria obesa,
iniciando o teste com o membro dominante e em uso do cardiofrequencimetro e

ergoespirébmetro portatil.

Como critérios de interrupcdo do TD6, foram considerados: 1) auto-relato de
intolerancia ao teste, seja por dispneia ou outro motivo; 2) percepcao do avaliador em
detectar, por exemplo, palidez e/ou sudorese. Além disso, ao final do teste, se a
pressao arterial estivesse acima dos valores considerados normais em resposta ao
exercicio, as mesmas eram orientadas a aguardar, monitorizadas, o retorno as
condicbes basais. Vale salientar que nenhuma intercorréncia ou evento desta

natureza ocorreu durante o periodo de estudo com as voluntarias deste projeto.

Medidas de Forca Muscular Isométrica e Isocinética

A avaliacdo do torque concéntrico extensor de joelho (Figura 3) foi realizada
utilizando um dinamdmetro isocinético (Biodex System 3 Pro™, Biodex Medical
System Incorporation®, Nova lorque, Estados Unidos da América) pelo menos 48

horas apos o ultimo teste funcional. A contragdo concéntrica foi escolhida
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essencialmente em virtude da contracdo dos extensores do joelho durante a atividade
de subir degraus ou escadas ser concéntrica, ou seja, de encurtamento da
musculatura mais ativa nesta situacdo, em oposicdo a de descer escadas que é
essencialmente excéntrica de extensores de joelho. Assim, uma avaliacdo da forca
concéntrica destes musculos pode estar mais estreitamente relacionada a capacidade
funcional do membro inferior nesta atividade diaria. O dinamémetro foi calibrado todos
os dias de testes de acordo com as especificacdes do fabricante. As avaliacdes
isométricas e isocinéticas foram realizadas utilizando-se protocolos semelhantes a
outros descritos em estudos prévios (Paolillo et al., 2012; Borghi-Silva et al., 2009;
Marcus et al., 2012). O tronco, o quadril e o membro inferior dominante dos individuos
foram estabilizados com bandas inelasticas durante o teste afim de minimizar as
possiveis compensacdes corporais durante a contracdo da musculatura avaliada.

Tanto o pico de torque (PT) isocinético concéntrico extensor de joelho e o
trabalho total (TT) como a média de torque isométrico extensor de joelho foram
testados com 0s sujeitos na posicdo sentada e neutra, com os joelhos e quadris
flexionados a 90 ° e em aducdo-abducéo e rotacdo medial-lateral neutras do quadril.
O eixo de rotacdo do dinamoOmetro foi alinhado ao epicondilo lateral do fémur e a
fixacdo com velcro para braco de alavanca posicionado trés dedos acima do maléolo
lateral.

A amplitude de movimento estipulada para o teste isocinético foi de 90° a 20°
de flexdo do joelho e a velocidade angular estabelecida foi de 60° por segundo. Para
o teste isométrico, a posicédo fixa foi de 60° de flexdo do joelho, partindo de 90° de
flexdo do mesmo. Para o procedimento isométrico, foram solicitadas trés contracdes
de cinco segundos de duracdo com um intervalo de 3 minutos entre elas, apds uma
série submaxima de familiarizacdo. Ap6s um intervalo de 10 minutos, os participantes
realizaram uma série isocinética de 1 minuto de repeticdes maximas (Borghi-Silva et
al., 2009), ap6s uma familiarizacdo submaxima, separadas por um periodo de trés
minutos de recuperacdo. Vale salientar que ndo houve aleatorizacdo da ordem de
execucao dos teses realizados.

Um estimulo verbal padronizado realizado por avaliador Unico foi fornecido
para estimular as participantes a produzirem seu esforco maximo durante todos os
testes. Para analise estatistica utilizou-se o maior pico de torque isométrico absoluto
normalizado pela MC, IMC e peso do membro dominante (MCwmp). A poténcia

isocinética e o trabalho total, representando a resisténcia muscular e a capacidade de
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gerar forca por determinado tempo (Paolillo et al., 2012), foram representados pela
normalizagdo dos mesmos pela MC e MCwmp. Uma aceitavel confiabilidade teste-
reteste da medida de torque de joelho foi previamente estabelecida (Baldon et al.,
2013).

Figura 3. llustracdo da avaliacdo por dinamometria isocinética para avaliacao da forca

e poténcia musculares de uma voluntaria obesa.

Analise estatistica

O pacote estatistico SPSS (SPSS Statistics para Windows, versdo 17.0,
Chicago:SPSS Incorporation, lllinois, EUA) foi usado para analisar todos os dados. A
natureza da distribuicdo das variaveis foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. O teste
t de Student e o teste de Mann-Whitney foram utilizados de acordo com os
pressupostos de normalidade. Os dados foram apresentados como médiatDP para
variaveis continuas e paramétricas e como mediana (minimo, maximo) para as
variaveis categoricas e/ou ndo paramétricas. A hipotese de nulidade a ser testada é
de que n&o haveria diferenca entre as respostas fisiologicas, subjetivas e de
capacidade funcional e muscular entre os grupos. O nivel de significancia adotado foi
de 5% (a=0,05) para um teste bicaudal.

A analise estatistica para correlacdo avaliou o grau de associacdo entre

variaveis-desfecho do teste de avaliacdo funcional e daquelas obtidas pela avaliacéo
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muscular (dinamometria). O teste de correlagdo adequado foi escolhido de acordo
com os pressupostos de normalidade da distribuicdo das varidveis. A medida de
intensidade de associacdo entre variaveis quantitativas calculada por este método é
chamada Coeficiente de correlacédo produto-momento ou coeficiente de correlacéo de
Pearson e, na ocasido de ndo normalidade de distribuicdo, foi aplicado o teste de
correlacdo de Spearman, ambos designados por r. Os valores de r foram interpretados
usando as seguintes diretrizes: 0,00 a 0,19 = nenhum a muito baixo, 0,20 a 0,39 =
baixo, 0,40 a 0,69 = moderado, 0,70 a 0,89 = alto e 0,90 a 1,00 = muito alto (Weber e
Lamb, 1970). A segunda hipotese nula é a de que ndo haveria associacao entre as
variaveis dependentes.

A andlise de regressédo linear multipla do tipo stepwise foi aplicada para
predizer o VOz2pico Obtido durante o TECP: a partir de resultados de TD6 (CSD), IMC,
MM, MG e idade. As variaveis relacionadas a funcdo muscular (pico de torque,
poténcia e trabalho total relativos) foram inseridas uma por vez, juntamente com as
primeiras, para verificar se estas aumentariam a acuracia da predicao.

Um tamanho amostral de 29 individuos foi calculado utilizando-se o programa
estatistico GPower (Versao 3.1.3, Franz Faul, Universidade de Kiel, Kiel, Alemanha),
de acordo com o numero de observacdes requeridas para analise de regressao
multipla linear considerando um erro de tipo | de 5%, 85% de poder de amostra e
tamanho do efeito de 0,5.

O coeficiente de correlacao intraclasse (ICC) foi utilizado para verificar a
reprodutibilidade do TD6 para uma parte da amostra (n=12), sendo que os dados do
segundo TD6 desta amostra foi utilizado para o restante das analises. O segundo TD6
desta sub-amostra foi escolhido em detrimento do primeiro em virtude da proximidade
com as demais avaliacGes de estudo, visto que o primeiro TD6 foi realizado em um
periodo de até trés meses antes das demais avaliacdes.

Um segundo tamanho amostral de 14 individuos, oriundos de um estudo piloto
prévio e ndo pertencentes a esta amostra, foi utilizado para validar a equacao
preditiva. Foi aplicado um teste t para verificar as diferencas entre a média alcancada
de VOzpico N0 TECP e 0 valor de equacgéo estimado para ambos os grupos (isto é, GE
e GO).

Houve dois valores faltantes para medidas de forca, dois para composi¢ao
corporal, um para distribuicdo corporal, um para HOMA-IR, um para medidas

hemodindmicas no pico do TECP e nenhum para dados ergoespirométricos e
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hemodinamicos durante ambos os testes de exercicio. Todos os itens acima foram

tratados como dados faltantes, ndo sendo substituidos por um valor médio.

Resultados

A amostra foi recrutada e avaliada de fevereiro de 2013 a setembro de 2014
e consistiu de mulheres eutréficas e obesas. O fluxograma (Figura 4) demonstra o
processo de recrutamento, verificacdo de elegibilidade dos sujeitos da pesquisa,
perda amostral e suas causas e a amostra final utilizada para analise dos dados. Das
98 potenciais voluntarias, apenas 32% destas foram incluidas na amostra final. A
perda amostral mais importante ocorreu na primeira fase de avaliacdo em virtude de
termos como objetivo aumentar a validade interna dos nossos achados a partir de

uma amostra tdo homogénea quanto possivel.

Avaliadas para elegibilidade (n=98)

Excluidas (n=50)

+ Conflito de agenda (n=19)

«249 < IMC < 34,9 kg.m2 (n=6)

+« MG inadequada para inclus&o nos grupos (n=4)
+ Pritese de joelho (n=1)

+ Cirurgia ginecoldgica ou menopausa (n=3)

+ Incapacidade de completar a espirometria (n=3)
« Tabagismo (n=1)

+ Medicactes de uso continuo (n=4)

+ Anemia severa ou outras doencgas crinicas (n=3)
+ Inicio recente de atividade fisica/dieta alimentar (n=6)

GE (n=22) GO (n=286)

Excluidas (n=9) Excluidas (n=8)

+ Conflito de agenda (n=5) + Conflite de agenda (n=5)
« Abandono (n=3) + Abandono (n=3)

« Intolerancia a abstinéncia de
estimulantes pré-avaliacdo (n=1)

¥ L

GE (n=13) GO (n=18)

Figura 4. Fluxograma representando o recrutamento, avaliacdo e perda amostral.
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As voluntarias incluidas na amostra final apresentavam funcdo pulmonar
normal, demonstrada pelas médias de porcentagem do volume expiratério forcado no
primeiro segundo (VEF1), capacidade vital forcada (CVF) e capacidade inspiratoria
(CI), respectivamente, 94,1+9,0%, 93,5+8,1% e 126,0+24,0% do predito para a
populacdo brasileira. Também foram avaliadas com relagdo ao nivel de atividade
fisica pelo questionario de Baecke e obtiveram médias de escores absolutos de
5,5+1,8 e 6,2+1,4 de um maximo de 15 pontos, sendo o0 escore relacionado ao
trabalho de 2,1+0,7 e 2,3+0,7; ao esporte de 1,8+0,5 e 1,9+0,5; e atividades gerais
durante o lazer de 2,2+0,7 e 2,1+0,7 para os grupos GE e GO, respectivamente. Para
ambas fung&o pulmonar e nivel de atividade fisica, ndo houve diferenca estatistica
entre 0os grupos. Como resultado deste questionario, conjuntamente com o critério
inicial de inclusdo de no maximo 150 minutos por semana de atividade fisica, pudemos
constatar que o nivel de atividade fisica exerceu nenhuma ou pouca influéncia em

nossos achados.

Massa, forca e poténcia musculares

A tabela 1 lista as caracteristicas principais de ambos os grupos estudados.
Como esperado, GO apresentou maiores médias de MG, circunferéncia abdominal,
MM e PT em termos absolutos, ao passo que menores valores de porcentagem de
MM em relacdo a MC bem como forca e poténcia musculares normalizados pela MC,

foram encontrados neste grupo.
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Tabela 1. Dados antropométricos e demograficos, medidas de composi¢cdo e
distribuicdo corporal; e de massa e fungdo muscular dos grupos estudados.

GE (n=13) GO (n=18)

Antropométricas e demografica

Idade (anos) 32+5 355
Estatura (m) 164+0,62 1,63+0,63
Massa corporal (kg) 57,2#5,0 112,6+22,8*
IMC (kg-m-2) 21,6+2,0 42,2+6,6*
Composicao/distribuicédo de gordura

MG (%) 29,1+3,3 47,9+3,3*
MM (%) 67,4+3,1  43,4+16,1*
Circunferéncia de coxa (cm) 52,5+3,2 72,5%9,3*
Relagao cintura-quadril 0,75+0,05 0,84+0,07*
Massa e funcdo muscular

MMappt (kg.m2) 6,2+0,4 9,0+0,7*
MMappp (kQ) 6,5+0,3 9,1+0,9*
PT (N.m) 133,8421,7 177,2%37,1*
PT/MC (N.m.kg™?) 2,3+0,7 1,6+0,4*
PT/MCwmpb (N.m.kg™?) 233,2+38,8 159,9+37,9*
PT/IMC (N.m.kg*.m?) 6,2+0,9 4,3+0,9*
Poténciam/MC (W.kg?) 1,0+0,2 0,7+0,2*
Poténciam/MCwmp (W.kg™) 5,7+1,0 4,0+1,0*
TT/MC (J.kg?) 28,0+4,6 19,143,4*
TT/MCwb (J.kg™?) 164,9+27,4 116,1+25,6*

Dados apresentados em média + desvio padrdo. GE, grupo eutréficas; GO, grupo
obesas; IMC, indice de massa corporal; MG, massa gorda; MM, massa magra
total; MMappp, massa magra apendicular do membro inferior dominante; MMappr,
indice de massa magra apendicular total; PT, pico de torque isométrico extensor
de joelho; MC, massa corporal total; MCwmp, massa corporal de membro inferior
dominante; Poténciam, poténcia média extensora de joelho; TT, trabalho total. *
p<0,05.

A Tabela 2 visou elucidar o perfil metabdlico da amostra estudada que poderia
ter possivelmente uma influéncia nos nossos achados. O perfil glicémico-insulinico,

incluindo o indice de Rl (HOMA-IR), assim como o perfil lipidico, estdo demonstrados
nesta tabela. Exceto para LDL-c, todas as variaveis diferiram entre os grupos. Dado
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que a RI, além da glicemia e o metabolismo lipidico, estdo associados a funcéo
muscular (Messier et al., 2010; Messier et al., 2008), uma sub-analise do grupos
composto de mulheres obesas foi realizada (comparacao intergrupo pelo teste de
Mann Whitney), dividindo-as em dois grupos de acordo com o indice de Rl (HOMA-
IR) inferior ou superior a 1,95 (Labruna et al., 2011) e, em um segundo momento, de
acordo com o critério de SM (NCEP-ATP lll, 2001) a fim de verificar se os sub-grupos
diferiam entre si para todas as variaveis-desfecho. De acordo com esta sub-analise,
nem a massa e funcdo musculares nem a capacidade aerdbia durante os testes

méaximo (TECP) e submaximo (TD6) diferiram entre os sub-grupos.

Tabela 2. Perfil metabolico dos grupos de eutréficas e obesas.

GE (n=13) GO (n= 18)

Glicemia (mmol/l) 4,8+0,4 5,1+0,4*
Insulinemia (puu/ml) 6,4+2,3 14,4+7,1*
HOMA-IR 1,46£0,51 3,28%1,60*
NRI (n/Ngroup) 0/13 7/13
Colesterol total (mmol/l) 10,5+2,8  11,2+2,1*
HDL-c (mmol/l) 3,2+0,7 2,6+0,4*
LDL-c (mmol/l) 6,3+2,2 7,2+1,7
VLDL-c (mmoll/l) 0,9+0,3 1,5+0,9*
TGL(mmol/l) 4,6x1,4 7,5+4,5*

Dados apresentados em médiatdesvio padrdo. HOMA-IR,
modelo de avaliagdo da homeostase para RI; nRI, resistentes
a insulina; HDL-c, lipoproteina de alta densidade; LDL-c,
lipoproteina de baixa densidade; VLDL-c, lipoproteina de
muito baixa densidade; TGL, triglicérides.

Aptiddo cardiorrespiratdria e capacidade funcional

As variaveis metabdlicas, cardiovasculares e perceptuais do TECP e do TD6,

além do desempenho e carga de trabalho no TD6, estdo demonstradas na Tabela 3.
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Table 3. Variaveis cardiovasculares, metabdlicas, ventilatoria, perceptuais e de

deempenho mensuradas no teste maximo (TECP) e no teste funcional (TD6).

TECP TD6

GE (n=13) GO (n=9) GE (n=13) GO (n=9)
Desempenho
CSD (n) _ _ 196424 152422
Carga (W) _ _ 275,4+42,2 412,5+69,4*
Variaveis metabdlicas
VO2pico (ML.kg*.min?) 32,4+4,2 21,243,1*  24,9+3,7%  17,6+3,1*
VO2pico relativo (%) _ _ 7719 81+13
VO2pico/CSD (mL.kg.mint.n) 0,13+0,01  0,12+0,04
RER 1,25+0,09 1,23+0,10 1,04+0,09* 1,07+0,10*
Variaveis cardiovasculares
FC (bpm) 181+12 176111 163+15* 159+15*
FC (Y%pred) 10246 10145 92+8# 90+9*
PAS (mmHg) 154423 199+30* 140413 179+25*
PAD (mmHg) 79+9 96+21* 67+12% 80+14*#
Sintomas
Dispneia 7 (5;10) 7,5(3;10) 3(0,5:8)%# 3,5(0;10)*
Fadiga de MMII 4 (0;10) 3 (0;10) 3(0;7) 2 (0;10)

Dados apresentados em média + desvio padrdo e mediana (minimo;méaximo). TECP, teste de exercicio
cardiopulmonar; TD6, teste de degrau de seis minutos; GE, grupo eutréficas; GO, grupo obesas; CSD,
ciclos subida-descida; VOzpico, cONnsumo de oxigénio no pico do exercicio; VOzpico relativo, consumo de
oxigénio no TD6 relativo ao VOzpico N0 TECP; RER, razdo de troca respiratoria; FC, frequéncia cardiaca;
PAS, presséo arterial sistélica; PAD, Presséo arterial diastolica; MMIl, membros inferiores. Diferengas
inter-grupo e intra-teste entre: “GE e GO; e diferengas intra-grupo e inter-teste entre: # TECP e TD6.

A partir dos nossos resultados, verificamos que o CSD, aqui representando o
desempenho funcional, foi maior em GE do que em GO e, inversamente, a carga de
trabalho maior em GO do que em GE, como esperado visto que a formula para calculo
da carga de trabalho considera o peso corporal do individuo, o desempenho,
permanecendo fixos o valor da constante e a altura do degrau. A média de CSD por
minuto no TD6 para o GE e GO foram 33+1 e 25+1, respectivamente.

Correlaces significativas entre as principais variaveis do TECP e do TD6 foram

encontradas, como podemos observar nas Figuras 5A e 5B. Adicionalmente, na
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Figura 5C pode-se observar que o CSD apresentou uma significativa correlagao
(coeficientes r alto a muito alto) com 0 VOzico Neste mesmo teste. Dadas as
associacOes entre as variaveis-desfecho do TD6 e do TECP, foi investigada a

habilidade do desempenho no TD6 em predizer 0 VOzpico N0 TECP.
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Figura 5. Correlacdes para GE e GO entre aptiddo cardiorrespiratéria (VOzpico NO
TECP) e variaveis-desfecho do TD6 (VO2pico € CSD). VOzpico, cONSUMO de 0xigénio no
pico do exercicio; TECP, teste de exercicio cardiopulmonar; TD6, teste de degrau de
seis minutos; CSD, ciclos subida-descida; GO, grupo de obesas; GE, grupo de
eutroficas. Reta tracejada: GO; reta pontilhada: GE; reta continua: GO e GE (amostra
total).

A analise do coeficiente de correlacado intraclasse para o desempenho, a saber
o0 CSD (CCI: 0,97; 95%Cl: 0,898-0,993; p<0.001), mostrou excelente reprodutibilidade
deste teste funcional, como demonstrado em estudos com outras populagbes (Da
Costa et al., 2014; Arcuri et al., 2015).

Formulacao e validacdo da equacdo preditiva

A anadlise bivariada de correlacdo demonstrou que 0 VOzpico N0 TECP
correlacionou-se significativamente com o IMC (r = -0,84; p<0,001), CSD (Figura 5B),
e idade (r = -0,40; p<0,05) e foram, portanto, subsequentemente inseridas no modelo
de regressao linear do tipo stepwise para investigar a habilidade dessas variaveis de
facil acesso em predizer o VOzpico. O modelo final explicou 83% da variancia do VO2pico
no TECP e a equacéo obtida foi: VOzpico = 35,335 - (0,328 x IMC) + (0,069 x CSD)—
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(0,298 x Idade), com o erro padrdo da estimativa de 2,9 mL.kgt.min! (teste de Durbin-
Watson = 2,2; p<0,01).

A avaliacado da utilidade da equacéao preditiva foi verificada pelo método de
validacéo a partir de uma sub-amostra ndo pertencente a este estudo composta de 14
mulheres (7 eutréficas e 7 obesas), avaliadas em um prévio estudo piloto de nosso
laboratorio. As caracteristicas dessa amostra foram: idade 36+9 anos; estatura
1,65+0,1; MC, 60,4+7,3 kg; e IMC, 22,1+1,8 kg.m para o grupo de eutréficas; e idade
32+ 5anos; estatura, 1,62+0,1; MC, 118,0+23,8 kg; e IMC 45,6+12,1 kg.m™ para o
grupo de obesas. Na comparacao pelo teste para amostras independentes, ndo houve
diferenca significativa entre a média de VOzpico registrado por ergoespirometria e
aguele estimado pela equacgao sugerida neste estudo: 28,0+£5,0 vs. 30,4+3,5 mL.kg
L.min para eutréficas e 23,3+4,9 vs. 21,0+6,2 mL.kg*.min! para obesas (p>0,05).

Associacdo entre funcdo muscular, aptiddo cardiorrespiratdria e capacidade

funcional

Para fins de investigacdo da magnitude da associacdo entre a forca e a
poténcia muscular com as variaveis de ACR e capacidade funcional, coeficientes de
correlagdo foram demonstrados na Tabela 4. A associagcdo entre a composi¢ao
corporal e as variaveis de desempenho e capacidade aerdébia também apresentam-se

listadas nesta tabela.
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Tabela 4. Coeficientes de correlagdo entre VOzpico N0 TECP, VOzpico N0 TDB6,
desempenho no TD6 (CSD) e composi¢cdo corporal com as variaveis de funcéo

muscular.
VO2pico TECP VO2pico TD6 CsSD p-valor
(mL.kgt.min1) (mL.kgt.min'1) (n)
MG (%) -0,742 -0,572 -0,5842 <0,001
MM (%) 0,70 0,54 0,62 <0,05
PT/IMC (N.m.kg*.m?) 0,74 0,64 0,67 <0,001
PT/MC (N.m.kg™) 0,77 0,69 0,71 <0,001
PT/MCwb (N.m.kg™) 0,76 0,68 0,72 <0,001
Poténciam/MC (W.kg™) 0,54 0,54 0,50 <0,001
Poténciam/MCwmpb (W.kg?t) 0,58 0,52 0,60 <0,001
TT/IMC (J.kgh) 0,75 0,70 0,73 <0,001
TT/MCwmp(J.kgt) 0,67 0,67 0,69 <0,001

VO2pico, cONsume de oxigénio no pico de exercicio; TECP, teste de exercicio cardiopulmonar; TD6, teste de
degrau de seis minutos; CSD, ciclos subida-descida; IMC, indice de massa corporal; MG, massa gorda; MM,
massa magra; PT, pico de torque isométrico extensor de joelho; MC, massa corporal; MCwvp, massa corporal
do membro dominante; Poténciam, poténcia média; TT, trabalho total. @ Coeficientes de correlagdo de
Spearman.

De acordo com o0s nossos resultados, o desempenho no TD6 (CSD) representa
fortemente o VOzpico Neste mesmo teste quando consideradas as associa¢gbes com as
variaveis de forca e poténcia musculares. Além disso, o desempenho no TD6 parece
também ter correlacBes equiparaveis aquelas obtidas no TECP com as variaveis de

funcdo muscular.

Discussao

Para o0 nosso conhecimento, este € o primeiro estudo a comparar e
correlacionar as respostas cardiorrespiratorias do TD6 e o teste de exercicio padrao-
ouro (TECP) em mulheres jovens eutrdficas e obesas. Os achados principais de nosso
estudo séo: (1) uma equacédo preditiva pdde ser desenvolvida a partir do TD6 para

ambos os grupos estudados; e (2) medidas de forca e poténcia muscular de membros
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inferiores estdo significativamente associadas com a capacidade aerObia e a
capacidade funcional.

Esses resultados sugerem alta validade interna de nossos achados, pois o
estudo utilizou medidas previamente validadas (American Thoracic Society, 2003;
Guazzi et al., 2012; Arcuri et al., 2015; Drouin et al., 2004; Erikssom et al., 2012;
Rosdhal et al., 2010; Di Thommazo-Luporini et al., 2015a) para a forca e a poténcia
musculares e para a avaliacdo da ACR. Desta forma, nossos resultados permitem
ressaltar a usabilidade e a aplicabilidade desses achados em mulheres jovens,
eutréficas e obesas, para as quais se observa uma ampla gama de respostas
cardiorrespiratérias e de capacidade funcional.

Massa, forca e poténcia musculares

Embora o GO tenha apresentado maior percentual de MM, todas as variaveis
normalizadas expressando forca e poténcia musculares apresentaram-se
marcadamente reduzidas neste grupo, como demonstrado anteriormente em outros
estudos (Maffiuletti et al., 2007; Hulens et al., 2001). Maffiuletti e colaboradores
(Maffiuletti et al., 2007) demonstraram que a fadiga do musculo quadriceps femoral
durante contracdes voluntarias maximas foi significativamente maior em homens
obesos (graus Il e lll) e os valores de torque e poténcia relativos foram 32% menores
em individuos obesos do que naquelas considerados ndo obesos. Paolillo e
colaboradores (Paolillo et al., 2012), avaliando mulheres obesas pds-menopausicas,
encontraram PT menores em obesas em comparacdo com eutréficas e com
sobrepeso, concordando com o estudo anterior. No entanto, estes autores
encontraram uma poténcia e um TT equivalentes, bem como menor fatigabilidade do
quadriceps em obesas em comparacao com as ndo obesos, expressa pelo declinio
no PT em um protocolo de resisténcia de um minuto realizado a uma velocidade
angular maior do que a adotada em nosso estudo. A reduzida fatigabilidade observada
no estudo supracitado pode ser explicada pelo efeito de adaptabilidade a sobrecarga
de peso como um mecanismo para suportar a alta carga imposta pela prépria MC ao
longo das atividades habituais diarias no decorrer dos anos. A0 mimetizar um
exercicio “resistido” constante, a sobrecarga da obesidade poderia promover efeitos
resistentes a fadiga, aumentando a quantidade das unidades motoras de fibras de

contracdo lenta em oposicdo as de fibras de contracdo rapida, preservando a
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resisténcia muscular periférica em detrimento da for¢ca muscular isolada em um curto
intervalo de tempo (i.e. o pico de torque) (Paolillo et al., 2012; Macaluso et al., 2004,
Lee et al., 1998).

Surpreendentemente, apenas um numero limitado de pesquisadores
investigaram essas caracteristicas musculares em adultos obesos, especialmente em
mulheres obesas. De acordo com esses, entretanto, € bem aceito que adultos obesos
gerem maior forca absoluta e poténcia com a musculatura de extremidades inferiores
do que as eutroficas, provavelmente devido a maior quantidade de MM. Assim, é
preferivel expressar a fungdo muscular em termos relativos & MC, a fim de respeitar a
especificidade das contracdes realizadas durante as atividades diarias (Rolland et al.,
2004), considerando que a maioria delas necessita de levantamento ou suporte do
peso corporal. Portanto, menores torque e poténcia musculares relativos ao peso
observado em individuos obesos, poderiam ser considerados importantes
contribuintes da reduzida capacidade funcional de individuos obesos.

Nesse sentido, a normalizacdo pela MC, em vez da normalizacdo mais
comum por MCwp, foi escolhida para representar de alguma forma a sobrecarga total
do corpo, que parece ser essencialmente a principal restricdo biomecanica e funcional
em individuos jovens obesos (Capodaglio et al., 2009). Além disso, todas as
comparacdes entre grupos considerando-se as medidas de for¢a, poténcia e trabalho,
normalizadas pela MM total, ndo foram estatisticamente significativas em nosso
estudo. Outras investigacdes relataram achados semelhantes em adolescentes
obesos, 0 que nos permite especular que a capacidade de geracao de forca depende
de muitos outros fatores, tais como os de natureza neuromuscular e biomolecular,
como a ativacdo e recrutamento da unidade motora, morfologia e arquitetura
muscular, tipagem de fibras, conteddo mitocondrial intramuscular, entre outros, em
vez da massa muscular por si s6 (Maffiuletti et al., 2008).

Além disso, ndo deve ser negligenciado que, embora sejavalidado (Karelis et
al., 2013), nosso método de avaliagdo da composicao corporal ndo foi capaz de
mensurar a quantidade de tecido adiposo intramuscular, o qual exerce uma influéncia
negativa importante na forca e resisténcia musculares, promovendo um estado proé-
inflamatorio crénico devido a liberacdo de citocinas deletérias ao adequado
funcionamento celular das miofibras. Além de afetar sua fung¢éo por meio de estimulo
muscular ou sistémico, essa infiltracdo anormal parece estar relacionada ao

comprometimento do metabolismo e a desvantagem mecénica da contracéo da fibra
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muscular (Addison et al., 2014). Nesse sentido, Hilton e colaboradores (Hilton et al.,
2008) observaram uma correlacdo inversa entre a poténcia muscular, a forca e a
performance fisica e a infiltracdo adiposa intramuscular, a qual ndo pdde ser
confirmada neste estudo.

Particularmente para a nossa amostra estudada, é possivel que, em uma fase
precoce da vida, estas alteracbes metabdlicas possam ainda ndo refletir o
agravamento da funcéo muscular, mas sim apds exposi¢ao a longo prazo da condicao
metabdlica ndo saudavel numa idade mais avancada. Isto foi confirmado por Karelis
e colaboradores (Karelis et al., 2007), que encontraram niveis mais elevados de
sensibilidade a insulina associados a maiores valores de forgca muscular de membros
inferiores por meio de um teste de uma repeticdo maxima em mulheres obesas e pés-
menopausicas sedentarias, quando comparadas aquelas com maior RI. Além disso,
as propriedades cardiovasculares do estrogénio em mulheres adultas poderiam ser
consideradas importante responsaveis pelo efeito hormonal cardioprotetor, como
efeitos vasomotores e antioxidantes, mesmo na presenca de conteudo lipidico
anormal (Guetta et al., 1996).

Neste contexto, a capacidade de geracao de forca muscular deve ser afetada
por uma seérie de condi¢cdes prejudiciais em graus variados, comprometendo um
melhor desempenho nas atividades de vida diaria, como a transicdo de postura
sentada para ortostatica, subida de escadas, levantamento de pesos, agachamento,
caminhada, dentre outras. Muitos autores demonstraram que os individuos com maior
forca muscular apresentam melhor desempenho fisico em uma série de atividades do
gue aqueles que apresentam forca muscular reduzida (Barbat-Artigas et al., 2014;
Rolland et al., 2009; Capodaglio et al., 2010).

Aptidao cardiorrespiratéria e capacidade funcional

E particularmente notavel que o TECP provocou respostas metabolicas e
cardiovasculares de maiores magnitudes em comparagao com o TD6, tanto no GE
como no GO. Esse fato reforca o perfil submaximo ou quase-maximo do teste
funcional de degrau no qual ambos os grupos alcancaram aproximadamente 91% da
FC prevista, diferindo da alcancada no TECP, e aproximadamente 79% do VO2pico
obtido durante o TECP.
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Também é importante notar que a razéo entre o VOzpico Obtido durante o TD6
e 0 CSD néo foi diferente entre os grupos estudados, o que explica a intensidade
equivalente deste teste funcional para ambos 0s grupos, corroborando a porcentagem
de FC predita alcancada no TD6. Apesar da discrepancia de intensidade entre os
testes maximo e submaximo, 0s dois grupos apresentaram menor resposta de
percepcao de esfor¢o durante o TD6 do que no TECP somente em relagéo a dispneia.
Isso pode refletir o fato de o TD6 envolver um tipo de atividade fisica que recruta mais
especificamente a musculatura de MMII, similar ao exigido no TECP provocando,
portanto, similares percepc¢des de fadiga de membros inferiores.

Apesar de o TD6 ser de natureza auto-cadenciada, ele pode, ao menos na
maioria das vezes, ser considerado um teste de carga constante, dada a caracteristica
constante do numero de CSD observado em cada minuto do teste para todos os
sujeitos do estudo. Apesar de diferir da caracteristica incremental do TECP, pudemos
observar importantes correlacdes entre eles em relacdo as principais variaveis-
desfecho, o que fortalece a recomendacao do uso do TD6 em clinicas de prevencgao
e reabilitacdo como alternativa quando da ndo possibilidade de realizacdo do teste
maximo.

Em relacdo as Figuras 5A e 5B que expressam 0 VOzpico NO teste maximo e o
VOzpico NO submaximo, bem como as correlacdes de desempenho do TD6, vale
ressaltar que os valores alcancados pelo GE (circulos brancos) foram todos
proporcionalmente maiores do que os alcancados pelo GO (triangulos pretos). Além
disso, € importante notar que a proximidade dos triangulos pretos sugere uma
resposta de exercicio mais homogénea em mulheres obesas do que em eutrdéficas, as
guais estdo mais dispersas nas figuras acima mencionadas. Parece que a principal
caracteristica comum entre as mulheres obesas, ou seja, com maior IMC, propiciou
uma maior homogeneidade em relacéo ao padrédo de ACR em comparag¢ao com o GE.

Muitos autores tém se concentrado no desenvolvimento de equacoes
preditivas a partir de testes submaximos ou sua acuracia em identificar a ACR em
populacdes saudaveis e doentes (Di Thommazo-Luporini et al., 2012; Quinart et al.,
2014; Neves et al.,, 2015; Ekblom-Bak et al., 2014; Dourado et al.,, 2013;
Bandyopadhyay, 2013; Cataneo et al., 2010; Petrella et al., 2001; Siconolfi et al.,
1985). Neves e colaboradores (Neve et al., 2015) verificaram que as respostas
cardiorrespiratérias obtidas no pico do teste funcional Shuttle walk test concordam

com as obtidas no TECP e a equacao desenvolvida por esses autores mostrou
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viabilidade para a predi¢édo do VOzpico em homens sedentérios saudaveis. Além disso,
COmo no nosso estudo, o IMC e o desempenho no teste funcional, neste caso a
velocidade da marcha, explicaram 40,6% (p=0,001) da variancia no VOzpico. Baillot e
colaboradores (Baillot et al., 2015), por sua vez, verificaram que uma pontuacao de
capacidade funcional fisica, idade, forca extensora do joelho e IMC explicaram 57%
da variancia da distancia percorrida no TC6 em individuos obesos.

Associacao entre forca e poténcia musculares, aptidao cardiorrespiratoria e

capacidade funcional

Até onde sabemos, ndo ha estudos baseados em evidéncias que tenham
aplicado um anico teste funcional em mulheres sedentarias de peso normal e obesas
com 0 mesmo proposito preditivo. Também nada sabemos sobre a relacdo entre o
desempenho no TD6 e a fungdo muscular nesta populacdo. Por causa da poderosa
habilidade do TD6 em prever a ACR, seria de fundamental relevancia compreender
quais outros mecanismos poderiam influenciar seu desempenho em mulheres
eutréficas e obesas. Nesse sentido, encontramos correlagdes com coeficientes
moderados a altos entre VOzpico € CSD no TD6 com as variaveis de forga e poténcia
musculares. Torna-se claro a partir dos nossos resultados que as mulheres jovens
obesas tiveram menor forca e poténcia extensoras de joelho, bem como reduzido
desempenho no TD6, o que parece explicar, além da ACR, a sua capacidade limitada
para executar esta tarefa. Corroborando tais achados, Hulen e colaboradores (Hulens
et al., 2002) também detectaram correlacdes entre as medidas de for¢a isocinética e
0 VOzpico em mulheres jovens obesas. Barbat-Artigas e colaboradores (Barbat-Artigas
et al., 2014), avaliando idosos, mostraram que a obesidade e a idade influenciam a
relacdo entre a forca de extensao do joelho e a funcao fisica, sendo que as ultimas
foram correlacionadas entre si. Quanto a funcéo fisica, os autores levaram em conta
uma pontuacdo composta de tarefas de atividade diaria, incluindo um teste de degrau
tempo-limitado.

Outros autores encontraram que a poténcia meédia relativa a MC esta
associada ao desempenho do individuo durante tarefas predominantemente
anaerodbias de esforgco maximo ou quase-maximo, como a subida de escadas e outras
atividades que exigem deslocamento vertical (Lafortuna et al., 2013). Alguns estudos

descobriram ainda que uma maior quantidade de MG e IMC resultam em um declinio
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da poténcia muscular em individuos obesos, especialmente em mulheres. Portanto, a
sobrecarga causada pela obesidade parece realmente influenciar o desempenho dos
musculos de extremidades inferiores durante tarefas de alta ou muito alta intensidade
( Maffiuletti et al., 2007; Lafortuna et al., 2002).

Aplicabilidade clinica

Os resultados do nosso estudo tém uma importancia primordial
acrescentando ao escopo de conhecimento sobre os métodos disponiveis, neste caso
0 TDB6, para estimar a medida padrao-ouro de ACR sem a necessidade de uma equipe
altamente especializada e equipamentos dispendiosos. Neste contexto, investigacdes
futuras devem avaliar a utilidade e a capacidade de previsdo em outras populacoes,

expandindo ainda mais a sua aplicacao clinica.

Limitacdes do estudo

Nossas descobertas ndo podem ser extrapoladas para individuos do sexo
masculino e mulheres idosas. Outra limitacéo é que a anélise de composicao corporal
utilizada em nosso estudo pode ter superestimado a porcentagem de MM, visto que
este ndo capta a quantidade de tecido adiposo intramuscular. Assim, as variaveis de
forca, poténcia e trabalho total normalizadas pela massa muscular aqui descritas, ndo
levam em consideracao a quantidade de infiltracdo adiposa muscular, o que pode ser,
até certo ponto, uma limitacdo desta normalizacdo, mas que acreditamos nao ter

influenciado de forma importante nossos achados

Conclusao

Em concluséo, a ACR, a capacidade funcional avaliada pelo TD6, bem como
a forca e a poténcia musculares extensoras do joelho foram menores em mulheres
obesas quando comparadas as apresentadas pelas mulheres jovens eutroficas. Aléem
disso, esses resultados estdo diretamente associados entre si e inversamente
relacionados a MG, IMC e idade. Nossos achados indicam que o desempenho no
TD6, aqui representado pelo numero de CSD, em associacdo com IMC e idade,

podem predizer o VO2zpico avaliado pelo teste padrédo-ouro de avaliacdo da ACR
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(TECP), aumentando assim a utilidade dessas variaveis facilmente acessiveis em
estabelecimentos de cuidados primarios e clinicas de reabilitacdo como parte do
exame fisico da rotina de triagem e prescricAo de exercicios bem como no

acompanhamento da evolucéo clinica do individuo.
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ESTUDO Il

Resumo do estudo Il submetido ao periodico European Journal of Physical and

Rehabilitation Medicine

Metabolically healthy obesity and its influence on cardiorespiratory responses to

exercise and cardiac autonomic modulation: a cross-sectional study

Abstract

Background: Obesity is often associated with physical disability and an increased risk
of developing cardiometabolic diseases and mortality. However, it seems that some
obese individuals are more likely to develop these health risk factors than those
considered metabolically healthy obese (MHO), however, it is unknown whether the
unhealthy phenotype (Metabolic Syndrome, MetS) impairs complex cardiovascular
and respiratory responses to exercise of obese adults. Functional submaximal tests
are useful and easily executable to evaluate exercise limitations. Aim: To verify the
influence of MetS on cardiac autonomic modulation (CAM) and cardiorespiratory
responses and their relationship with systemic inflammation and insulin resistance (IR).
Study design: Cross-sectional study. Settings: The study was performed at the
Physiotherapy Department and enrolled individuals from the community. Population:
Sixty-six subjects (20-45y) were evaluated: normal-weight (NW,n=24), metabolically
healthy (MHO,n=19) and unhealthy (MUHO,n=23) obese adults (BMI=z30kg.m=2). The
MUHO group comprised those individuals who met the criteria for MetS
(NCEP/ATPIII). Methods: A clinical evaluation, body composition and blood profile
analysis. HRV was analyzed by linear and nonlinear indices at rest and during the six-
minute walking test (6MWT) and the six-minute step test (6MST). Oxygen uptake (VO2)
and ventilatory variables were also obtained. Results: MUHO had a higher IR and a
worse lipid profile. Both MHO and MUHO had higher peak blood pressure and lower
VO_, respiratory reserve and performance than NW. However, MUHO demonstrated
lower parasympathetic modulation (lowest meanRRi, RMSSD, pNN50 and SD1) at
rest; lower overall HRV and complexity (SDNN and DFAa1) in the 6MWT; and lower
linearity and overall HRV Shannon entropy and STDHR) during the 6MST.

Associations were found between inflammatory markers IL-10 and TNF-a -but not IL-
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6- and HRV as well as between IR and VO:2 (p<0.05). Conclusion: Obesity per se
impairs cardiorespiratory responses to exercise. However, individuals with obesity and
MetS present reduced parasympathetic modulation at rest and altered CAM complexity
In response to exercise. Inflammatory markers and IR are related to HRV and aerobic
capacity. Clinical rehabilitation impact: CAM is a potentially worthy target for
interventional studies aiming at implementing physical interventions to improve
metabolic health of adults with obesity in clinical settings. Keywords: Adipokines,
Cytokines, Obesity, Metabolism, Functional test, autonomic, inflammation.
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Resumo

Introducéo: A obesidade esta frequentemente associada ao desenvolvimento de
incapacidades fisicas e a um risco aumentado de desenvolvimento de doencas cardio-
metabdlicas e mortalidade. Entretanto, uma subpopulagdo considerada “obesa
metabolicamente saudavel” parece estar menos propensa ao desenvolvimento
desses fatores de risco. Objetivo: O objetivo deste estudo foi verificar a influéncia da
sindrome metabdlica (SM) na modulacao autondmica cardiaca (MAC) e nas respostas
cardiorrespiratorias ao exercicio submaximo bem como a associacdo destes
desfechos com a inflamacéo sistémica de baixa intensidade associada a obesidade e
a resisténcia insulinica (RI). Métodos: Sessenta e seis jovens adultos (20-45 anos)
foram avaliados e divididos nos seguintes grupos: eutréficos saudaveis (GE, n=24),
obesos metabolicamente saudaveis (GOS, n=19) e ndo saudaveis (GONS, n=23)
(IMC>30kg.m), sendo que o Ultimo foi classificado de acordo com a presenca da SM
pelo critério NCEP/ATPIII, previamente estabelecido na literatura. Avaliages clinica,
de composicdo corporal e perfil sanguineo foram realizados. A variabilidade da
frequéncia cardiaca (VFC) foi analisada por métodos lineares e néo lineares em
repouso e durante os testes funcionais de caminhada de seis minutos (TC6) e de
degrau de seis minutos (TD6). O consumo de oxigénio (VO2) e variaveis ventilatérias
foram obtidos durante os testes de exercicio. Resultados: Na comparagéo inter-
grupo, GONS demonstrou um pior perfil glicémico-insulinico (glicemia e insulinemia
de jejum, HOMA-IR e QUICKI) e lipidico (HDL-c, VLDL-c, TGL). Ambos GOS e GONS
apresentaram maiores médias de pressao arterial pico e menores VOz2, reserva
respiratéria (RR) e desempenho do que GE. No entanto, GONS obteve menores
médias de iIRR, RMSSD, pNN50 e SD1 no repouso; SDNN e DFAal no TC6; STDHR
e ShanEn no TD6. Associacoes significativas foram encontradas entre os marcadores
inflamatérios IL-10 e TNF-a, porém nédo IL-6, e indices da VFC. A Rl e VO:2 estiveram
significativa e negativamente associados (p<0.05). Conclusédo: A obesidade
influencia negativamente as respostas cardiorrespiratorias ao exercicio (menor
capacidades aerébia e ventilatoria assim como resposta pressoérica exacerbada ao
exercicio). Adultos obesos com SM apresentam reduzida VFC total e modulacéo
parassimpatica em repouso e alterada complexidade da VFC durante o exercicio.
Finalmente, a inflamacéo sistémica relacionada a obesidade e a Rl estdo associadas
a MAC e a maxima capacidade aerdbica. Palavras-chave: Adipocinas, Citocinas,

Obesidade, Metabolismo, Capacidade Funcional, Modulagéo autonémica, Inflamacéao.
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Introducéo

A obesidade e o estilo de vida sedentéario contribuem para um aumentado risco
metabdlico e de doencas cardiovasculares aumentando, dessa forma, o risco de
mortalidade precoce (Rana et al., 2007). Entretanto, evidéncias recentes sugerem que
nem todos os individuos obesos estdo propensos ao desenvolvimento de
comorbidades cardiometabdlicas. Alguns individuos parecem apresentar, apesar da
excessiva quantidade de gordura corporal, um perfil metabdlico favoravel e uma
menor probabilidade de desenvolvimento de doencas cronicas de natureza metabdlica
ou cardiovascular do que a esperada para esta populacdo. Neste contexto, nas
ultimas décadas, o termo “fenétipo do obeso metabolicamente saudavel” foi cunhado
para se referir a esta populacdo, o que continua a suscitar iniciativas para a
investigagdo dos provaveis mecanismos envolvidos neste fenétipo (Phillips, 2013;
Mufioz-Garach et al., 2016). Este pode ser comparado ao também previamente
sugerido termo “paradoxo da obesidade”, que diz respeito a uma inversa e paradoxal
associacdo entre a obesidade e a mortalidade, provavelmente influenciada pela
aptidao cardiorrespiratoria (ACR) do individuo obeso, dentre outos fatores como os de
ordem genética (Hainer e Aldhoon-Hainerova, 2013).

Apesar de ainda controverso, a maioria dos estudos indica a sindrome
metabdlica (SM) como o principal determinante de um perfil metabdlico ndo saudavel,
uma vez que € caracterizada pelo agrupamento de anormalidades metabdlicas
comuns ao desenvolvimento de doencas crénicas (Executive Summary of The Third
Report of The National Cholesterol Education Program -NCEP Expert Panel on
Detection, Evaluation, And Treatment of High Blood Cholesterol In Adults - Adult
Treatment Panel 1ll, 2001). Além disso, o fen6tipo metabdlico parece ser influenciado
pela inflamacéo crbnica de baixa intensidade e pela resisténcia insulinica (RI), ambas
inicialmente associadas a obesidade (Phillips, 2013). Sup&e-se, portanto, que esses
fatores poderiam afetar negativamente e, em maior magnitude, os ajustes cardiacos,
ventilatorios e metabdlicos de individuos obesos ndo saudaveis quando comparados
aqueles “saudaveis”.

Ha evidéncias na literatura que a modulacdo autonémica cardiaca (MAC) e a
ACR estado independentemente associadas a desfechos negativos, incluindo a
associacdo com o aumento do risco de morbimortalidade (Franklin e Mccullough,

2009; Wulsin et al., 2015). Além disso, um estudo prévio demonstrou (Lee et al., 2010)
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que homens adultos obesos com boa ACR apresentaram perfil metabdlico mais
favoravel do que suas contrapartes com baixa ACR, as quais demonstraram uma
razao de chances de apresentar a SM — do inglés, odds ratio — de 4,6 em comparacao
com uma razéo de 2,57 em individuos com boa ACR. Assim, um aumentado risco de
mortalidade associado a SM pode ser explicada por uma inadequada ACR e/ou MAC,
resultando em uma resposta cardiorrespiratoria ao exercicio também inapropriada.

A presenca de fatores de risco metabodlicos parecem causar uma atividade
simpatica exacerbada e/ou reduzida atividade parassimpatica em condi¢cdes de
repouso, como ja foi previamente explorado na literatura (Kimura et al., 2006;
Tentolouris et al., 2008), porém ndo se conhece o comportamento de parametros mais
complexos da variabilidade da frequécia cardiaca (VFC), medida nédo invasiva de
avaliacdo da MAC, em indivivuos obesos com e sem SM em resposta ao estresse
induzido pelo exercicio.

Neste sentido, a VFC tem se mostrado uma ferramenta interessante e de baixo
custo para avaliacdo da MAC em populacdes saudaveis ou doentes, assim como para
o0 acompanhamento da evolucao apds intervencdes fisicas e/ou cirdrgicas.

Um estudo longitudinal populacional (Felber Dietrich et al., 2008) demonstrou
ainda que individuos obesos que praticam regularmente atividade fisica tém
expressiva melhora da MAC, contrapondo os efeitos deletérios da obesidade no risco
cardiovascular.

Por outro lado, pelo fato de o teste maximo de exercicio cardiopulmonar (TECP)
ndo estar acessivel na maioria dos centros clinicos de reabilitacdo ou de atividade
fisica, os testes submaximos de campo tem ganhado destaque para fins de avaliacao
da ACR e das limitacdes fisioldgicas ao exercicio, por mimetizarem atividades
funcionais de vida diara (Carvalho et al., 2015; Di Thommazo-Luporini et al., 2015ab)
e promoverem condi¢cdes mais estaveis de avaliacdo da MAC pela VFC.

Dito isso, nosso objetivo foi de investigar a influéncia da SM em adultos obesos
na MAC e nas respostas cardiorrespiratérias ao exercicio, bem como a associagao
destes desfechos com a inflamacao sistémica e a RIl. Nossa hipotese é de que a SM
afeta tanto a MAC quanto a ACR e de que a inflamacéo sistémica e a RI estédo
associadas em certo grau a MAC e a ACR.
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Materiais e Métodos

Desenho experimental e populacdo do estudo

Este estudo, de natureza transversal e observacional, foi realizado no
Departamento de Fisioterapia da Universidade Federal de S&o Carlos e incluiu
homens e mulheres de 20 a 45 anos recrutados da comunidade de abril de 2013 a
julho de 2015, via divulgacéo social (televisédo, radio, panfletos e comunicacdo com
médicos e nutricionistas da cidade de Sao Carlos) que foram alocados nos seguintes
grupos: eutréficos saudaveis (GE, n=24), obesos metabolicamente saudaveis (GOS,
n=19) e obesos metabolicamente ndo saudaveis (GONS, n=23) segundo o indice de
massa corpérea (IMC) (GE < 25 kg.m? e GOS/ GONS = 30 kg.m?) e, em segundo
momento, de acordo com o perfil metabdlico, sendo que os individuos com
diagndstico clinico de SM foram alocados no grupo GONS de acordo com um critério
previamente estabelecido da National Cholesterol Education Program’s Adult
Treatment Panel Il (NCEP-ATP IIl). Todos os testes foram realizados em quatro dias
nao consecutivos, separados por um intervalo minimo de 48 horas.

Os critérios de inclusdo contemplavam 0s seguintes itens: massa corporal
estavel por pelo menos seis meses (+ 2 kg) por auto-relato do participante; realizacao
de atividade fisica estruturada por menos de 150 minutos semanais; ndo estar
gestante ou em menopausa prematura; ndo ter sido submetido a cirurgias
ginecoldgicas e/ou ortopédicas; ndo tabagista ou etilista; ndo fazer uso continuo de
medicamentos que influenciassem a MAC; n&o ter nenhuma doenga crbnica; e ndo
ter déficit cognitivo, subjetivamente avaliado pelo pesquisador, que influenciassem a
habilidade de execucdo das avaliacbes propostas para este estudo. Os critérios de
exclusdo foram: dificuldade de compreensdo dos protocolos experimentais ou
intolerancia a abstinéncia de estimulantes, tais como derivados de café e chocolate,
durante as 24 horas que antecediam as avaliacoes.

A pesquisa foi conduzida apés aprovacéo pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos da Universidade Federal de Sdo Carlos (CEP-UFSCar/protocolo
N.326.607) (ANEXO I) e todos os voluntarios consentiram e assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO II).
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Avaliages clinicas

O primeiro dia de avaliacdo incluiu a coleta do historico da moléstia atual e
pregressa bem como antecedentes familiares; aplicacdo do questionario de Baecke,
validado para a populacao brasileira (Garcia et al., 2013); medidas de distribuicdo e
composicdo corporal bem como as medidas antropométricas usuais: estatura e
massa corporal (MC) por meio do estadidmetro e balanca Welmy 104-A (Brasil),
circunferéncia abdominal por meio de uma fita métrica e massa gorda (MG, em %)
por meio de bioimpedancia tetrapolar (Modelo BC-558, Ironmann/Tanita Corporation,
Japao). As mulheres, especificamente, foram avaliadas, de forma padronizada, no
periodo folicular do ciclo menstrual (dias 1 a 14 a contar do primeiro dia de
menstruagao) para evitar o viés causado pelos efeitos hormonais. Por meio de contato
telefonico realizado rotineiramente, as mesmas foram orientadas a comunicar 0s
avaliadores quando do inicio deste periodo do ciclo mentrual para agendamento da
avaliacdo de composicdo corporal. Além disso, o0s voluntarios deveriam ser
submetidos a avaliacdo em jejum de, no minimo, quatro horas.

As medidas basais de pressao arterial sistélica (PAS) e diastolica (PAD) foram
mensuradas apos o individuo estar em repouso sentado por a0 menos cinco minutos.

A funcdo pulmonar foi investigada por espirometria (Oxycon Mobile®,
Mijnhardt/Jager, Alemanha) segundo as recomendac¢des da Sociedade Brasileira de
Pneumologia e Tisiologia (Pereira, 1996) para assegurarmos que somente individuos
com funcdo pulmonar normal fossem incluidos, segundo os critérios estabelecidos
para esta populacdo. A manobra forcada para determinacédo do volume expiratério
forcado no primeiro segundo (VEF1) e capacidade vital forcada (CVF); manobra lenta
para determinacdo da capacidade inspiratoria, assim como a manobra de ventilacao
voluntaria maxima (VVM) para obtencdo da reserva respiratoria (RR) durante os

testes de exercicio, foram realizadas.

Perfil metabdlico e inflamatério

Para a analise do perfil glicémico-insulinico e lipidico, o individuo foi orientado
a realizar jejum de 12 a 14 horas, sendo que a coleta ocorreu no periodo das 7h00 as
8h30 horas da manhd, a fim de evitar possiveis variagbes decorrentes do ritmo

circadiano e ingesta alimentar. Os voluntarios foram intruidos a manter seus habitos
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alimentares usuais e nao comparecerem ao exame com qualquer processo
inflamatorio ou infeccioso vigente.

O sangue foi coletado da veia antecubital do membro superior e reservado em
tubos secos a vacuo com EDTA estéreis. Os niveis de glicemia e insulinemia de
jejum, bem como os indices de Rl (HOMA-IR) e sensibilidade insulinica (QUICKI) e o
perfil lipidico (colesterol total, lipoproteina de alta densidade [HDL-c], lipoproteina de
baixa densidade [LDL-c], lipoproteina de muito baixa densidade [VLDL-c]; e
triglicerides [TGL]) foram quantificados pelos métodos quimica umida — ADVIA 1800
e quimioluminescéncia para perfil glicémico-insulinico e método quimica Umida
ABBOTT para pefrfil lipidico.

As amostras sanguineas destinadas a analise de marcadores inflamatérios
permaneceram por 30 minutos a temperatura ambiente para 0 processo de
coagulacéo e foram, por conseguinte, centrifugadas a 1000x g por 15 minutos e, em
seguida, armazenadas em freezer a -80°C (Serocito, Modelo 2400, FANEM, Brasil).

As concentracbes séricas de adiponectina (ADP), leptina (LP), Fator de
necrose tumoral-a (TNF-a), e miostatina (MSTN) foram mensuradas em duplicata por
meio do método ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), usando kits de alta
sensibilidade (Quantikine®HS, R&D Systems, Mineapolis, USA) segundo as
recomendacBes do fabricante. Os niveis séricos das interleucinas 6 (IL-6) e 10 (IL-
10) foram analisadas em duplicata [ELISA MAX™ Standard Set (BioLegend, USA)]
somente para 39 sujeitos do estudo, distribuidos igualmente entre os grupos (13
individuos em cada grupo). As concentragcfes de LP, TNF-q, IL-6, IL-10 (pg/ml) e ADP
(ng/ml) foram determinadas por interpolacdo da curva padréo obtida para cada uma
das placas a partir da curva padrdo fornecida pelo fabricante, sendo que foi
considerado apropriado um r?2 20,90 para cada curva de regressdo. A equacédo gerada
para cada biomarcador foi utilizada para tranformacdo dos valores de absorbancia

(eixo x) das amostras em valores de concentracé@o sérica no plasma (eixo y).
Protocolos dos testes de exercicio
Para os testes de exercicio, os voluntarios foram instruidos a abster-se de

bebidas alcolicas e/ou alimentos, bebidas e medicamentos estimulantes e ndo realizar

atividades fisicas de moderada a vigorosa intensidade nas 48 horas que antecediam
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os dias dos testes e, finalmente, a ndo comparecer nos testes de exercicio em jejum
de mais de trés horas e/ou em vigéncia de processo inflamatério ou infeccioso.

As medidas de PAS, PAD e frequéncia cardiaca (FC) durante e no pico dos
testes foram obtidas, sendo que a ultima foi captada batimento a batimento (Polar
S810i, Finlandia) para posterior analise da VFC. A cinta do cardiofreqiiéncimetro foi
fixada no térax do paciente e os sinais continuamente transmitidos para a unidade
receptora (relégio de pulso) via campo eletromagnético para posterior transferéncia
para base de dados interna do computador.

Foram registrados, respiracdo a respiracdo, os valores de ventilagdo-minuto
(Ve), consumo de oxigénio (VO2) e producdo de diéxido de carbono pico (VCO2),
dentre outros, pelo ergoespirbmetro portati Oxycon Mobile® (Mijnhardt/Jager,
Alemanha) durante a aplicacdo dos testes de exercicio. Os valores de pico foram
determinados como sendo o valor mais alto nos ultimos 30 segundos de teste, sendo
que o sinal foi obtido por alisamento a partir da média a cada 15 segundos dos dados
originais gerados respiracao a respiracao.

O teste de exercicio cardiopulmonar maximo (TECP), por sua vez, foi
conduzido em esteira ergométrica utilizando o protocolo incremental de Bruce, de
velocidade e inclinacdo progressivas a cada 3 minutos, iniciado a 2,7 km.h* e 10% de
inclinacdo (Di Thommazo-Luporini et al., 2015a).

Durante o teste de caminhada de seis minutos (TC6) e o teste de degrau de
seis minutos (TD6), ambos auto cadenciados, 0s voluntarios recebiam um comando
verbal de incentivo padronizado em cada minuto dos testes de acordo com as
recomendacdes da American Thoracic Society/ American College of Chest Physicians
(Crapo et al., 2002) para o TC6. Os sujeitos foram encorajados a caminhar a maior
distancia possivel (TC6) e subir e descer um degrau Unico de 15 centimetro de altura
0 maior numero de vezes (TD6) durante um intervalo de tempo de seis minutos, sendo
permitido diminuir o ritmo e, até mesmo interromper o teste caso fosse necessario. A
distancia e o numero de degraus por minutos foram monitorados a fim de verificar o

padrdo, constante ou inconstante, dos testes funcionais em analise posterior.

Modulagdo Autonémica Cardiaca

O trecho mais estavel do tacograma contendo 300 intervalos RR (iRR)

consecutivos, livre de ruidos e oscilagbes identificadas por inspec¢éo visual, foi
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considerado para andlise de repouso e durante os testes submaximos TC6 e TD®6.
Para a analise em ambos os testes, a porcdo mais estavel, que coincide com 0s
minutos finais do exercicio, foram selecionados para analise. Para determinacdo do
intervalo de tempo contendo 300 iRR consecutivos, considerou-se a formula:
300*60/média de frequéncia cardiaca de todo o exercicio = trecho de andlise (em
segundos).

A andlise da VFC foi analisada (Kubios HRV®, versédo 2.2, MATLAB, Finlandia)
por modelos matematicos e estatisticos lineares, isto €, no dominio do tempo e da
frequéncia bem como os indices geométricos. No dominio do tempo, foram analisadas
a média (meanHR) e desvio padrdo (STDHR) da FC e dos iR-R (meanRR); SDNN
(desvio-padrdo de todos os iR-R normais, em ms), indice estimativo da VFC global;
RMSSD (raiz quadrada da média do quadrado das diferencas entre os iR-R
sucessivos, em ms) e pNN50 (percentual de iIRR normais que diferem mais que 50
milissegundos de seu subjacente, em porcentagem), representativos da atividade
parassimpatica; RRtri (indice triangular) e TINN (interpolacgéo triangular dos intervalos
RR), também representativos da VFC global.

No dominio da frequéncia, os componentes do espectro de poténcia foram
analisados, utilizando-se a transformada rapida de Fourier, em componentes de baixa
frequéncia (LF), representativo da atividade predominantemente simpatica; alta
frequéncia (HF), representativo da atividade parassimpatica; e razdo LF/HF,
representativo do balanco simpatovagal, todos em unidades normalizadas (Vanderlei
et al., 2009).

Quanto aos indices nao lineares, foram obtidas as variaveis a partir da analise
guantitativa do plot de Poincaré, no qual é ajustada uma elipse gréfico, centralizada
de acordo com a média dos intervalos RR. Foram calculados os indices SD1 (desvio-
padrdo das distancias dos pontos a diagonaly =x) e SD2 (desvio-padrdo das
distancias dos pontos a reta 'y = -x + RRm, onde RRm é a média dos iRR). O SD1 é
considerado um indice de registro instantaneo da variabilidade batimento-a-batimento
e representa a atividade parassimpatica, enquanto que o indice SD2 representa a
variabilidade global propriamente dita, sobretudo em registros de longa duracgéo
(Vanderlei et al., 2009). Além disso, foi utilizada a andlise de flutuacdo depurada de

tendéncia para obtencéao dos expoentes fractais de curto (DFA-a1) e longo (DFA-a2)



77

prazos. Este método quantifica a auséncia ou presenca de propriedade de correlagdo
fractal dos intervalos RR e € utilizado para quantificar sutis mudancas na dinamica da
VFC. Essa medida esta associada a mudancas na caracteristica espectral do
comportamento da FC. Valores préximos a 1,0 indicam comportamento cadtico,
enquanto valores tendendo a 1,5, correspondem a linearidade e a 0,5, & aleatoriedade
da VFC (Makikallio et al., 2001; Godoy, 2016). Finalmente, a entropia de Shannon
(ShanEn) representa uma medida néo linear de complexidade da VFC, sendo que
valores mais elevados de ShanEn indicam aumento da linearidade da resposta
autondmica e, contrariamente, valores mais baixos representam uma resposta menos
linear da VFC (Godoy, 2016).

A Figura 1 demonstra o padrdo das varidveis ergoespirométricas durantes os
testes funcionais (TC6 e TD6) em contraste com o sinal obtido pela anélise da VFC

durante os mesmos.
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Figura 1. llustracdo da andlise das variaveis ergoespirométricas de consumo de
oxigénio (VOz) (em vermelho) e producéo de dioxido de carbono (VCO2) (em azul)
durante o teste de caminhada de seis minutos (TC6) (A) e durante o teste de degrau
de seis minutos (TD6) (B) e seus respectivos sinais da analise de variabilidade da
frequéncia cardiaca no TC6 (C) e no TD6 (D) de um voluntério eutréfico (homem).
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Andlise estatistica

Uma andlise de covariancia (ANCOVA) foi utilizada para comparacoes
intergrupo e intragrupo. Para os dados que nado respeitaram 0s pressupostos de
normalidade da distribucéo (teste de Kolmogorov-Smirnov) e homogeneidade das
variancias (teste de Levene), o teste para dados ndo paramétricos Kruskall-Wallis com
posthoc de Mann-Whitney foram utilizados (SPSS Statistics, Versao 17.0, EUA). Os
dados foram apresentados em médiatdesvio padrdo e o nivel de significancia para
um teste bicaudal foi estabelecido em 0,05.

A andlise estatistica para correlagdo avaliou o grau de associacdo entre
variaveis-desfecho por meio do teste de correlacao parcial, considerando o sexo e/ou
IMC como as variaveis a serem controladas. Os valores de r foram interpretados
usando as seguintes diretrizes: 0,00 a 0,19 = nenhum a muito baixo, 0,20 a 0,39 =
baixo, 0,40 a 0,69 = moderado, 0,70 a 0,89 = alto e 0,90 a 1,00 = muito alto (Weber e
Lamb, 1970).

A andlise do poder da amostra foi realizada por meio do pacote estatistico
GPower (Versao 3.1.3; Alemanha) considerando uma analise de covariancia com erro
do tipo | de 5% tamanho do efeito de 0,5, nimero de grupos (trés) e covariaveis (uma)
para uma analise do tipo post hoc. O poder da amostra obtido foi de 93%.

Tivemos os seguintes valores faltantes ou discrepantes da amostra ao final das
coletas: gordura corporal (1) e circunferéncia abdominal (6); VOzpico (1), FCpico (1) €
desempenho no TD6 (1); PAS e PAD no pico do TECP (1); indice HOMA-IR (2); escore
no questiondrio de atividade fisica (1); ADP sérica (1), LP (5) e TNF-a (5); VFC em
repouso (3), no TC6 (3) e no TD6 (2). Todos eles foram tratados como valores
faltantes, ndo tendo sido substituidos pela média do grupo, tanto para a analise de

comparacao quando para a andlise de correlagéo.
Resultados
Caracteristicas da amostra
A Figura 2 ilustra o processo de recrutamento, perda amostral e suas razdes

bem como a amostra final e alocagdo dos grupos. Todos o0s participantes

apresentaram nivel de atividade fisica, idade e funcéo pulmonar semelhantes e dentro
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do intervalo de normalidade (p>0,05). Ambos GOS e GONS apresentaram
semelhantes IMC, MG, PAS e PAD basais e circunferéncia abdominal. Em contraste,
GONS apresentou menores meédias de HDL-c e QUICKI e maiores de VLDL-c, TGL,
glicemia, insulinemia e HOMA-IR quando comparado a GOS. Apesar de néo ter sido
estatisticamente significante, as médias de LP e LP/ADP tenderam a ser maiores e de
IL-10 menores em GONS do que em GOS. A razédo LP/ADP em ambos o grupos com
obesidade diferiram da observada em GE. Nenhuma diferenca foi observada entre as

meédias de ADP, TNF-a e IL-6 entre os grupos (Tabela 1).

Avaliados para elegibilidade (n=112)

Excluidos (n=41)

« Conflito de agenda (n=15)

#24.9 < IMC < 30,0 kg.m?2 (n=4)

« Protese de membro inferior (n=1)

« Cirurgias ginecoldgicas ou menopausa (n=3)

+ Incapacidade de realizer espirometria (n=3)

+ Tabagismo (n=1)

+ Uso de medicacBes que influenciassem o SNA (n=4)
« Anemia severaloutras doencas crénicas (n=2)

+ Atividade fisica regular/dieta alimentar (n=8)

9 3
GE (n=26) Obesos (n=45): IMCz30,0 kg.m™
Excluidos (n=2 i = -
celule 'II::I 51} ) Excluidos (n=3) Sindrome
+ ndono o esiuco + Conflite de agenda - P
+ Intolerdncia 3 abstinéncia « Abandono do estuda Metabdlica
de esfimulantes pré testes

¥ [ 1
GE (n=24) GOS (n=19) GOMNS (n=23)

Figura 2. Fluxograma representando o recrutamento, avaliacdo e perda amostral e

suas causas.



Tabela 1. Caracteristicas amostrais

Caracteristicas gerais

GE (n=24;12M/12H) GOS (n=19; 11M/8H) GONS (n=23;13M/10H)

Idade (anos) 3215 3316 3615
IMC(kg.m) 22,7+2,5 42,246,82 39,6+6,2°
MG (%) 23,7+6,9 41,6+5,82 40,9+9,3°
Circunferéncia abdominal (cm) 77%3 116432 112+3P
Nivel de AF (escore absoluto) 6,0+1,7 6,2+1,6 6,1+1,3
VEF1/CVF 0,82+0,06 0,84+0,05 0,82+0,06
Perfil metabdlico e inflamatorio

PAS (mmHg) 11310 125102 125+12b
PAD (mmHQ) 756 84+62 83+10°
Colesterol total (mg/dL) 187134 191+28 205+43
HDL-c (mg/dL) 51+10 47+9 39+6P¢
LDL-c (mg/dL) 117430 123+23 126+34
VLDL-c (mg/dL) 18+6 22+8 36+22bc
TGL (mg/dL) 92+29 108+41 214+190b¢
Glicemia (mg/dL) 91,3t7,6 90,2+9,6 100,0+13,9¢
Insulinemia (mU/L) 6,4+1,6 13,046,32 19,7+9,6P¢
QUICKI 0,36+0,02 0,33+0,032 0,31+0,02b¢
HOMA-IR 1,47+0,36 2,93+1,482 5,08+3,37¢
LP (pg/mL) 487,5+319,3 971,3+451,2 1205,3+448,9
ADP (ng/mL) 570,8+217,4 473,8+173,7 523,2+173,2
LP/ADP (pg/ng) 0,88+0,40 2,02+0,352 2,30+0,50P
TNF-a (pg/mL) 28,7+9,0 29,747,1 24,0+£9,9
IL-6 (pg/mL) 58,7+68,1 40,0+£37,5 46,5+55,1
IL-10 (pg/mL) 227,1+517,2 211,3+234,5 175,2+227,1
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ANCOVA(covaridvel sexo) com post hoc de Bonferroni ou Kruskall-Wallis/Mann Whitney com ajuste de Bonferroni (a=0,05/3, p<0,02). 2 GOS vs GE;
b GONS vs GE; cGONS vs GOS. IMC, indice de massa corpérea; MG, massa gorda; AF, atividade fisica; VEF1/CVF, razdo volume expiratério forcado
no primeiro segundo pela capacidade vital forcada ; PAS, pressao arterial sistolica; PAD, pressao arterial diaistélica; HDL-c, lipoproteina de alta
densidade; LDL-c, lipoproteina de baixa densidade; VLDL, lipoproteina de muito baixa densidade; TGL, triglicérides; QUICKI, indice de sensibilidade
a insulina; HOMA-IR, indice de resisténcia a insulina; LP, leptina; ADP, adiponectina; TNF-a, fator de necrose tumoral a; IL, interleucina.
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Respostas cardiorrespiratérias ao exercicio

A Tabela 2 demonstra que ndo houve diferenca entre GOS e GONS, mas entre
estes e GE, para todas as variaveis ventilatérias e metabdlicas. A resposta metabolica
(VO2 no pico do exercicio) foi equivalente para ambos os testes funcionais e menores
em GOS e GONS do que em GE. Entretanto, para o VO2em porcentagem do atingido
no TECP bem como o Ve/VCOzpico, Nnenhuma diferenga intergrupo ou intragrupo foi
encontrada. A resposta pressorica também foi mais exacerbada para ambos os
grupos obesos do que em GE.

Finalmente, a RR no pico do exercicio foi similar para ambos os testes
funcionais, independentemente do grupo, e menor para GOS e GONS do que para
GE.

Maiores médias de FCpico € porcentagem da maxima (TECP) foram observadas
para o TD6 em todos 0s grupos.



Tabela 2. Variaveis cardiovasculares, metabolicas e ventilatérias no pico dos testes maximo e submaximos.
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GE (n=24;12M/12H) GOS (n=19;11M/8H) GONS (n=23;13M/10H)

TECP TC6 TD6 TECP TC6 TD6 TECP TC6 TD6
VOzpico (MLKGLMINY) 318455 21 4+4,9* 23,7+44,8% 21,9+¢8,12 16,3+3,7% 17,34+3,9% 20,4+3,1° 158+28%  16,9+3,30
%V OpicoteCP - 69+16 7511 - 76211 81+11 - 7711 84+20
FCpico (bpm) 18449 148+19*  158+20"® 1839  145+18* 15017 178412 142+16*  157+17%
%FCpicorece - 81+10 86+11% - 7929 87+8% - 8028 88+8%
RR, (1-[VEIVVM])*100 (%) 37 4+14,9 66,8+10,2* 63,7£10,9% 31,1#9,6 57,3+10,7*2 51,4+155% 3424155 555+8,9*% 50,5+12,0%
Ve/VCOapico 32,8459 30,9+4,4 31,3#3,9 303#4,2 30,1#3,4  30,9+4,8 30,7¢4,9 31541 31,946,1
PAS (mmHg) 162425  142+18*  147+15%  186+322  167+28%  173+3728  188+34b  155+22* 171+31P
PAD (mmHg) 77+11 73£9 69+12* 88112 84192 824142  93+20P 83+13P 7811
Desempenho - 675,0+77,5 191423 - 574,4+91,4%  158+202 - 588,3+108,2>  152+22°

ANCOVA(covariavel sexo) (post hoc de Bonferroni) ou teste de Kruskall-Wallis com posthoc de Mann Whitney com ajuste de Bonferroni (a=0,05/3, p<0,02) para
comparacdes intergrupo e intragrupo. Diferencas intergrupo: 2 GOS vs GE; ® GONS vs GE; ¢ GONS vs GOS, Diferencgas intragrupo: * TC6 vs TECP; # TD6 vs
TECP; $TD6 vs TC6. M, mulheres; H, homens; FC, frequéncia cardiaca; VOzpico, pico de consumo de oxigénio relativo ao peso corpéreo; %VOzpico, porcentagem
do pico de consumo de oxigénio relativo ao peso corpdreo obtido no TECP, %FChico, porcentagem da FC pico obtida no TECP; RR, reserva respiratdria; Ve/VCOz,
razao ventilagdo minuto pelaprodugéo de diéxido de carbono; VVM, ventilagdo voluntaria maxima; PASpico, pressao arterial sistélica no pico do exercicio; PADpico,
pressao arterial diastélica no pico do exercicio. Desempenho em metros para o TC6 e em ciclos subida-descida de degraus para o TD6.
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Modulagdo Autondmica Cardiaca

A Tabela 3 demonstra os indices de VFC na condicdo de repouso e durante
ambos os testes submaximos para cada um dos grupos estudados. Em repouso,
meanHR, meanRRi e SD1 diferiram entre GONS e GE, e RMSSD, NN50 and pNN50
entre GONS e GOS. Nenhum diferenca foi encontrada entre GOS e GE. A Figura 3
ilustra o padréo do plot de Poincaré (indices néo lineares SD1 e SD2) no repouso para
um voluntério, representativo de cada grupo, demonstrando uma progressiva reducao
de SD1 e da diperséo dos intervalos RR indicativos da variabilidade global no individuo
do grupo GONS.

Durante o TC6, GONS obteve menor SDNN do que GOS e GE; TINN e DFAal
foram menores em GONS do que em GE, mas nao diferente de GOS. Durante o TD6,
STDHR foi menor em GONS do que em GOS e GE, e ShanEn menor em GONS do
que em GOS. Também nao foram encontradas diferencas entre GOS e GE em relacao
aos testes de exercicio.

Comparacdes intragrupo confirmaram que o TD6 provocou maior estresse
cardiovascular e autonémico do que o TC6, como pbde ser observado pelos maiores
valores de meanHR e menores de SD1 para todos os grupos no TD6 em comparacéo
com o TCG6.

Especificamente para o grupo GONS, diferencas interteste demonstraram
menores valores de SDNN, SD2, DFAal e ShanEn durante o TD6 em comparacgao
com o TC6 e a condicdo basal. Nao houve diferencas intergrupo ou interteste nas
variaveis obtidas pela analise da VFC no dominio da frequéncia.

E importante ressaltar que ambos os testes funcionais apresentaram um
padrao de carga constante, dado que nenhum voluntério interrompeu os testes e todos
apresentaram uma média de ciclos subida-descida de degrau (CSD) e distancia
percorrida por minuto constantes ao longo dos seis minutos de teste, reforcando a
natureza constante e estacionaria do sinal, requerida para uma apropriada analise da
VFC.
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Tabela 3. indices de variabilidade da frequéncia cardiaca em repouso e durante os testes funcionais de degrau e de caminhada de seis minutos.

GE (n=24;12M/12H)

GOS (n=19;12M/7H)

GONS (n=23; 14M/9H)

Dominio

do tempo Repouso TC6 TD6 Repouso TC6 TD6 Repouso TC6 TD6
MeanHR

(2/min) 68,6+6,9 143+19* 155+17% 71,9+8,4 139+16* 154+16" 74,949,3° 141+14* 154+15%
MeanRRi (ms) 886,4+98,8 427,3+58,2*  391,1+42,9% 847,0+95,1 436,5+52,0r 394,1+40,6"  813,8+93,2° 433,3+37,3* 389,8+37,5%
SDNN (ms) 33,8+x17,5 4,83+2,20* 3,06+1,36" 32,9+13,2 5,3715,25* 3,00+0,83* 25,9+13,3 3,12+0,84Pc* 2,47+0,69%
STDHR (1/min) 3,15+1,43 1,66+0,47* 1,33+0,42%% 3,10+0,86 1,46x0,40* 1,26+0,21% 2,79+0,97 1,17+0,26* 1,08+0,27°#
RMSSD (ms) 34,5+17,5 3,70x1,42* 3,22+1,07*% 36,9+17,9 3,74+1,19* 3,35+0,95% 28,1+20,5° 3,57+1,81* 2,86+0,68"
PNN50 (%) 11,1+12,3 - - 17,8+16,5 - - 6,1+7,2¢ - -
Dominio da

frequéncia

LF (un) 51,4+1,00 76,2+16,4* 72,7+15,7% 52,6+12,9 77,4+13,6* 69,0+17,7% 53,5%18,6 75,8+13,2* 71,6+14,2%
HF (un) 48,3+20,3 23,7£16,3* 26,6+15,7% 47,1+13,0 25,1+17,1* 30,4+17,5% 46,3+£18,5 24,0£13,2* 27,8+13,9*
LF/HF 1,47+1,10 4,02+3,41* 3,17+1,86* 1,28+0,63 4,14+3,26* 2,62+1,48% 1,657+1,21 4,47+2,80* 3,31+2,14*
indices

geomeétrico

S

RRtri 8,84+4,00 1,84+0,47* 1,63+0,25% 8,66+2,99 1,81+0,49* 1,59+0,20% 7,34%3,40 1,69+0,22* 1,64+0,28%
TINN (ms) 176,7+81,0 24,6x11,1* 16,5+7,1% 176,8+73,1 22,5£11,1* 15,3+6,4* 139,3+65,9 16,3+6,9°* 14,3+7,5%
indices n&o

lineares

SD1 (ms) 24,4+12 4 2,88x1,59* 2,46+1,14% 26,1+12,7 2,65x0,85* 2,37+0,67% 17,2+7,8° 2,53+1,28* 2,03+0,48"
SD2 (ms) 42,1+22,1 6,10+2,88* 3,98+2,55% 39,2+14,5 5,21+2,90* 3,42+1,29% 30,6+13,3 4,33+£2,99* 2,82+0,96"
DFAa1 1,00+0,23 1,08+0,34 0,77+0,29%% 0,92+0,16 0,89+0,40 0,65+0,34*% 1,04+0,28 0,83+0,23* 0,63+0,26"
DFAa2 0,32+0,13 0,88+0,17* 0,87+0,20* 0,42+0,20 0,90+0,15* 0,84+0,22*% 0,37+0,10 0,90+0,18* 0,89+0,17*
ShanEn 2,99%0,20 3,12+0,53 2,740,297 2,90%0,23 2,98%0,55 2,87+0,36 3,01+0,18 2,88+0,46* 2,70+0,31°%

ANCOVA (covariavel sexo) (post hoc de Bonferroni) ou teste de Kruskall-Wallis com posthoc de Mann Whitney com ajuste de Bonferroni (a=0,05/3, p<0,02) para comparag¢des intergrupo e intragrupo. Diferengas intergrupo: @
GOS vs GE; » GONS vs GE; ° GONS vs GOS, Diferencas intragrupo: * TC6 vs repouso; # TD6 vs repouso; * TD6 vs TC6. M, Mulheres; H, Homens; MeanHR, media de frequéncia cardiaca; MeanRRi, media de intervalos RR;
SDNN, desvio padrédo de todos os intervalos RR normais; STDHR, desvio padrdo da frequéncia cardiaca; RMSSD, Raiz quadrada da média do quadrado das diferengas entre os iR-R sucessivos; pNN50, percentual de
intervalos RR normais que diferem mais que 50 milissegundos de seu subjacente; componentes de baixa (LF) e alta frequéncia (HF) da analise espectral da VFC, em unidade normalizadas (un); RRtri, indice triangular; TINN,
interpolacéo triangular dos intervalos RR; SD1, variabilidade instantanea batimento a batimento; SD2, Variabilidade continua de longo prazo batimento a batimento; DFA, andlise de flutuacdo depurada de tendéncia:
componentes fractais de de curto (al) e longo (a2) prazos; ShanEn, entropia de Shannon.
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Figura 3. A ilustracdo demonstra uma progressiva reducao dos indices nao lineares

SD1 e SD2, representados em vermelho e verde, respectivamente, e uma progressiva

reducado da dispersdo dos pontos representando a variabilidade global da frequéncias
cardiaca em uma (A) voluntaria do grupo GE; (B) voluntaria do grupo GOS; e (C)
voluntaria do grupo GONS (todas mulheres).

AssociagOes entre sindrome metabdlica, resisténcia insulinica e perfil

inflamatério, aptidédo cardiorrespiratoria e modulagcdo autonémica cardiaca

Correlacdes ajustadas pelo sexo e IMC nédo foram significativas para a

associacdo entre numero de critérios para a SM (n-SM) e VOzpico, Maximo ou
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submaximos atingidos nos testes funcionais. Contrariamente, o perfil insulinico teve
uma fraca associacdo apenas com ACR, i.e. 0 VOzpico atingido no TECP: QUICKI
(r=0,33, p=0,01) e HOMA-IR (r=-0,30, p=0,02).

Correlacdes ajustadas pelo sexo demonstraram que n-SM correlacionou-se
moderadamente com os indices da VFC durante o TD6: SD2 (r=-0,45, p=0,05), DFAal
(r=-0,55, p=0,03)]; ShanEn (r=-0,54, p=0,04) no repouso; e STDHR no TC6 (r=-0,60,
p=0,02). A RI, ajustada pelo IMC, néo correlacionou-se com os indices de VFC.

Correlacdes de moderada a alta entre n-SM e outros parametros metabolicos
foram encontradas: ADP (r=-0,43, p=0,04), LP (r=0,64, p=0,001), LP/ADP (r=0,74,
p<0,001), QUICKI (r=-0,82, p<0,001) e HOMA-IR (r=0,64, p=0,01). ApGs ajuste pelo
IMC, apenas associacdes com coeficientes r muito altos permaneceram significativas,
i.e. entre n-SM e QUICKI (r=-0,94, p=0,01) e HOMA-IR (r=-0,94, p=0,01)..

N&o houve associacdo entre o marcador inflamatério IL-6 com n-SM,
resisténcia/sensibilidade insulinica, VFC ou ACR. Opostamente, correlacdes com
coeficientes r significativamente altos ou muito altos foram encontradas dos
marcadores IL-10 e TNF-a com indices da VFC: IL-10 e LF/HF em repouso (r=-0,90,
p=0,03), RMSSD e SD1 (ambos r=-0,95, p=0,01) no TC6 e RRtri (r=-0,93, p=0,02) no
TD6; assim como do TNF-a com DFAa2 (r=-0,90, p=0,03) no TD6.

Discussao

Nossos achados nos permitem concluir que a resposta cardiorrespiratoria,
sobretudo metabdlica e ventilatoria, parece ndo ser afetada pela SM, mas pela
obesidade em si. No entanto, ajustes cardiovasculares e autondmicos em repouso e
em resposta ao exercicio, estdo alterados na presenca da SM. Mais especificamente,
uma reduzida modulacdo parassimpatica e variabilidade total em condi¢cdes de
repouso bem como uma alterada complexidade e comportamento caético em resposta
ao exercicio, representados por indices néo lineares da VFC, pode ser observada em
individuos obesos com SM.

A RI esta associada negativamente com ACR, mas néo esta associada a VFC;
niveis sericos de IL-10 estéo associados a VFC, enquanto que os de IL-6 e TNF-a tém
pouca ou nenhuma associacdo com a VFC. Finalmente, resultados inéditos da
comparacdo do TC6 e TD6 com relacdo a MAC durante o exercicio, demonstraram

gue o TD6 pode ser bastante util e aplicavel para a avaliacdo da resposta autonémica
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mais complexa durante o exercicio, uma vez que este demonstrou ser mais
estressante do ponto de vista cardiovascular do que o TC6, além de ja ter sido
validado anteriormente em relacdo ao teste maximo e estar associado a funcéo
muscular (Carvalho et al., 2015). Pelo nosso conhecimento, o TC6 é o teste mais
frequentemente utilizado, porém ndo no contexto de respostas ao exercicio, mas de
recuperagdo ao mesmo e sobretudo estudos demonstrando anélises no dominio do

tempo e da frequéncia.

Respostas cardiorrespiratérias ao exercicio

Apesar de ja ter sido demonstrada uma associacdo entre a SM e a ACR em
jovens adultos (Lopez-Martinez et al., 2013; Misigoj-Durakovic et al., 2016), nossos
resultados apenas corroboram a influéncia negativa da obesidade por si s6 (Arena e
Cahalin, 2014; Carvalho et al., 2015) nas respostas cardiovasculares, metabdlicas e
ventilatorias, uma vez que nado foram encontradas diferencas entre 0 grupos de
obesos com e sem SM, mas sim entre ambos quando comparado ao grupo de
individuos de peso normal, durante o testes de exercicio maximo e submaximos. Além
disso, uma associacdo negativa foi encontrada apenas entre Rl e ACR.

Nossos achados nos permitem afirmar que o VO2, FC, PAS, PAD, RR e
VE/VCO2 assim como o desempenho em ambos os testes funcinais estédo
comprometidos em adultos obesos em comparacdo com aqueles de peso normal,
sugerindo uma maior demanda ventilatéria e estresse cardiovascular para um menor
desempenho realizado em obesos, independentemente da SM. Para todos o0s grupos,
o TD6 impds maior exigéncia cronotrépica (FC), mas nao ventilatéria (RR e Ve/VCOy2)
ou metabdlica (VO2) uma vez que, para estas ultimas variaveis, ambos os testes
funcionais diferiram do teste méximo mas néo diferiram entre si.

Anteriormente, foi demonstrado que o TD6 provoca maiores respostas
cronotrépricas e perceptuais do que o TC6 (Bohannon et al., 2015; Da Costa et al.,
2017) e que o TD6 esta fortemente associado a forca relativa e poténcia musculares
e a capacidade aerobia maxima, i.e. a ACR, além de ter uma alta validade concorrente
e capacidade de predizer respostas maximas no TECP (Carvalho et al., 2015; Di
Thommazo-Luporini et al., 2015a). Assim, seria interessante confirmar em outros
estudos sua aplicabilidade para avaliacdo da MAC em resposta a intervengoes,

areprodutibilidade das medidas utilizadas e a determinacao de critérios indicativos de
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saude ou risco cardiovascular de individuos obesos sem e com prejuizo de ordem

metabdlica, como a SM.

Modulacdo autonémica cardiaca

Como demonstrado em nossos resultados, as analises no dominio do tempo
foram capazes de identificar diferencas na condi¢do de repouso e a analise espectral
nao foi capaz de detectar diferencas entre individuos obesos com e sem SM.
Entretanto, os indices geométricos e nao lineares, incluindo a variabilidade total
(TINN), modulacdo parassimpética (SD1), comportamento caético (DFAal) e
complexidade (Shankn), foram capazes de identificar um diferente e, muito
possivelmente, anormal ajuste autonémico ao exercicio em individuos com obesidade
e SM.

Um estudo prévio (Gehi et al., 2009) demonstrou que a SM associa-se a VFC,
apos controlados por fatores genéticos e ambientais, sendo que 1 unidade de
incremento nos componentes da SM esteve associado ao decréscimo de 15% do
balanco simpatovagal. Outros (Min et al., 2008; Stein et al., 2008; Koskinen et al.,
2009) confirmaram que individuos com SM ou RI apresentam menor VFC quando
comparados aqueles com perfil metabdlico normal.

Um estudo retrospectivo populacional (Yoo et al., 2016) encontrou uma
associacdo entre a VFC de longo prazo e a SM, a saber, uma reduzida modulacao
parassimpatica, sendo que esta mesma associacao nao foi encontrada com o IMC.
Além disso, SDNN apresentou uma reducao paralela ao incremento de componentes
da SM. Este estudo avaliou ainda grupos de individuos de peso normal com SM e
demonstrou uma reduzida VFC neste grupo em comparacdo com aqueles de peso
normal, porém saudaveis metabolicamente.

Muitos estudos, portanto, sugerem associacbes entre a SM e a VFC, no
entanto, essas sdo usualmente limitadas a andalises em repouso utilizando indices
lineares no dominio do tempo e/ou da frequéncia (Gehi et al., 2009; Koskinen et al.,
2009; Stuckey et al.,, 2014) ou ainda, a andlises de recuperacdo poOs-exercicio
(Figueroa et al., 2007). Apesar do crescente interesse na utilizagdo de indices nao
lineares em virtude dos mecanismos envolvidos na regulacdo cardiovascular

interagirem de uma maneira também né&o linear, poucos estudos, transversais ou
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longitudinais (Soares-Miranda et al., 2012), avaliaram componentes nao lineares da
VFC em adultos com SM.

Os indices SD1 e SD2, derivados do Plot de Poincaré, nos revela informacdes
similares a analise espectral no dominio da frequéncia, mas com a vantagem de ser
menos dependente da estacionariedade do sinal, sendo portanto de maior
aplicabilidade e sensibilidade na deteccéo de alteracdes em situacfes de exercicio e
também associados a altera¢des decorrentes da SM (Kubickova et al., 2016). De fato,
nossos resultados demonstram que SD1, representativo da modulacéo
parassimpatica foi, em repouso, menor em individuos com SM do que aqueles com
perfil metabdlico favoravel e de peso normal. Podemos observar pela Figura 3 uma
progressiva reducao da modulacéo parassimpéatica (SD1, em vermelho) bem como da
dispersdo dos iRR (em azul) indicando uma reduzida VFC total, partindo de um
individuo de peso normal (1A) até um individuo obeso com SM (1C).

Uma tendéncia também foi observada para uma reducdo de SD1 em GONS
durante o exercicio, quando comparado aos demais grupos, assim como uma reducao
de SD1 no TD6 em comparag¢ao com o TC6 em cada grupo. Esta tendéncia, associada
a outras diferencas encontradas entre os testes para os indices SD2, DFAal e
ShanEn no GONS, reforgca que o TD6 é mais vigoroso e demanda maiores ajustes
cardiovasculares do que o teste de caminhada de igual duracdo. A média de SD1 no
TD6, mas ndo no TC6, é bastante inferior ao limiar de VFC previamente estabelecido
na literatura em adolescentes obesos e em coronariopatas (Brunetto et al., 2006;
Simoes et al., 2016). Estes estudos sugerem que intensidades de exercicio em que
SD1 seja inferior a 3 milissegundos, sejam aquelas em que a via metabdlica
predominante € a anaerdbia caracterizando, portanto, um exercicio de alta
intensidade.

O expoente fractal de curto (DFA-a1) prazo da analise de flutuagéo depurada
de tendéncia foi menor em GONS durante o TC6 quando comparado ao GE. Este
parametro € capaz de detectar mudancas sutis da dindmica da VFC caracterizando,
portanto, variacdes caoticas da mesma, 0 que ndo é possivel por meio das analises
espectrais no dominio da frequéncia, apesar de estarem intimamente relacionadas
entre si (Antbnio et al., 2014). Além disso, foi demonstrado que reduzidos valores de
DFA-al podem predizer risco de mortalidade de causa cardiovascular (Makikallio et

al., 2001). Apesar de o intervalo de valores de repouso ja ser bem conhecido na
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literatura, para o nosso conhecimento, valores de referéncia para DFA-al durante o
exercicio ainda ndo foram estabelecidos.

Interessantemente, ndo pudemos observar valores de ShankEn, indice que
quantifica a complexidade da VFC, alterados em repouso, mas notamos que este foi
menor no grupo de obesos com SM durante o TD6, sugerindo menor linearidade da
resposta autonémica durante este exercicio, de acordo com a analise do plot de
Recorréncia da entropia de Shannon (Godoy, 2016). Em condi¢cfes de repouso, este
padrao nao linear estaria associado a maior complexidade da VFC e, portanto, a uma
melhor condicdo de saude cardiovascular. No entanto, € possivel que durante o
exercicio, esta perda da linearidade seja deletéria ou um ajuste inadequado em
resposta a um estimulo fisico constante, em virtude de os grupos GOS e GE terem
apresentado maior linearidade da resposta durante 0 mesmo exercicio. Com relagéo
a este indice, encontramos na literatura um estudo (Moura-Tonello et al., 2014) que
avaliou pacientes com Diabetes do tipo 2 em repouso, sendo que este encontrou uma
modulacdo simpatica exacerbada mas ndo encontrou uma alterada complexidade da
VFC nesta populacéo.

Como mencionado, muitos estudos na literatura avaliaram a VFC em condic¢des
de repouso ou durante a fase de recuperacao pds-exercicio. No entanto, ndo foram
encontrados estudos que, como o presente, tenha avaliado as respostas durante o
exercicio nesta populacéo. Isto é extremamente relevante dado que individuos obesos
com SM podem apresentar uma deficiente resposta autonémica quando da submissao
a um estimulo externo, como o0 exercicio, mesmo apresentando respostas
aparentemente ou relativamente preservadas na condicdo de repouso. Figueroa e
colaboradores (Figueroa et al.,, 2007), por exemplo, encontraram em mulheres
obesas, diabéticas ou ndo, uma melhora da MAC durante a fase de recuperacao apés
terem sido submetidas a um treinamento aerdbio de 16 semanas sem, entranto, terem
apresentado uma melhora na VFC de repouso.

Alguns estudos (Borghi-Silva et al., 2009; Castello et al., 2011), adicionalmente,
demonstraram adaptacdes da VFC durante o TC6 ap0s pacientes com doenca
pulmonar cronica terem sido submetidos a uma intervencdo fisica e individuos obesos
terem sido submetidos a cirurgia bariatrica, enfatizando assim a aplicabilidade dos
testes funcionais para avaliagdo da MAC na prética clinica em detrimento da Unica e

exclusiva avaliagdo em repouso.
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A MAC tem um importante papel na resposta vasoconstritora e vasodilatadora
em resposta a hipdxia induzida pelo exercicio. Interessantemente, um estudo prévio
demonstrou uma ampla heterogeneidade desta resposta em individuos obesos
(Limberg et al., 2012), o que pode ser, pelo menos em parte, explicado pela saude
cardiovascular e metabdlica de uma certa subpopulacdo obesa.

Finalmente, um estudo avaliando parametros lineares e nao lineares da VFC
na doenca pulmonar obstrutiva cronica (Borghi-Silva et al., 2015) no repouso e durante
o TC6, demonstrou que a resposta benéfica da MAC ocorreu muito antes da melhora
na ACR em resposta a um treinamento aerébio de 12 semanas. Foi demonstrado que
maiores ganhos na MAC ocorreram ao final da sexta semana de treinamento, mas
melhoras menos significantivas ocorreram ao final do treinamento em comparacao
com este momento de avaliacdo. Em contrapartida, a capacidade aerdbia foi
significativamente maior em relacdo a condicdo basal, somente ao final do
treinamento (décima segunda semana), ndo tendo sido observada nenhuma diferenca
na sexta semana de avaliacdo. Tais achados podem sugerir que as respostas
autonémicas precedem as respostas cardiorrespiratérias globais e, inversamente, a
MAC seria a primeira a ser prejudicada seguida de uma piora da funcao
cardiorrespiratéria global em uma situacdo ou condigcdo anormal ou fisiopatoldgica,
como a SM para individuos obesos.

Associacfes entre sindrome metabdlica, resisténcia insulinica, perfil

inflamatorio e modulacao autonémica cardiaca

Outros fatores, como a inflamacéo sistémica e crénica de baixa intensidade
relacionada a obesidade e a RI, podem representar importantes elos entre o fenétipo
metabdlico, a MAC e as respostas cardiovasculares (Lindmark et al., 2005; Stein et
al., 2008; Smith e Minson, 2012; Cooper et al., 2015). Nossos achados revelam uma
forte associacao entre a SM e o perfil insulinico, niveis séricos de LP e ADP mas néo
diretamente com os niveis séricos de IL-6, IL-10 e TNF-a. No entanto, IL-10 e TNF-a
estiveram associados ao balanco simpatovagal, modulacdo parasimpatica e VFC
total. Poder-se ia acreditar que a RI exerceu influéncia na VFC, no entanto, vale notar
gue em nosso estudo a SM, mas nao o perfil insulinico, esteve diretamente associada

a VFC no repouso e durante o exercicio.



92

E conhecido que um padr&o antiinflamatdrio vagal existe (Cooper et al., 2015),
o qual indica que a atividade parassimpdtica, via fibras eferentes do nervo vago, leva
a um aumento da liberacdo de acetilcolina que, por sua vez, inibe a liberacdo de
citocinas proinflamatorias (Tracey, 2002). Assim, uma exacerbada atividade simpatica
parece exercer uma negativa influéncia neste mecanismo normal de protegao contra
uma inflamacao periférica associada ao sistema nervoso autdnomo.

No entanto, porque a MAC pode ndo somente preceder mas também ser
consequéncia de dirtarbios metabdlicos e de inflamacao sistémica (Soares-Miranda et
al., 2012), ndo é possivel concluir qual seria 0 mecanismo desencadeador principal
deste ciclo vicioso. Além disso, parece que os efeitos inflamatérios e cardiacos sao
estimulados por fibras vagais distintas, possivel razdo pela qual ndés encontramos
apenas uma modesta correlacdo entre a VFC e os marcadores inflamatérios IL-6 e
TNF-a. Boudet e colaboradores (Boudet et al., 2017) encontraram uma associacao
positiva entre a SM e a protéina C reativa, também de natureza proinflamatoria, mas
ndo com IL-6 and TNF-a; Labruna e colaboradores (Labruna et al., 2011) também nao
encontraram maiores concentracfes de IL-6 e TNF-a em jovens adultos obesos
resistentes a insulina. Pode-se crer que estas associacfes também tenham sido
subestimadas em virtude de estas ndo serem citocinas exclusivamente relacionadas
a inflamacé@o induzida pela obesidade, mas a inflamacdo de variadas causas e
processos por serem de caracteristica inespecifica. Em contraste, associacfes foram
encontradas com IL-10, uma citocina antiinflamatéria da obesidade que atenua a
inflamacéo induzida por TNF-q, IL-6 e IL-1 (Juge-Aubry et al., 2005).

Algumas limitagdes do estudo devem ser consideradas. Nossos achados nao
podem ser extrapolados e devem ser futuramente explorados em individuos de outras
etnias, idosos ou pessoas fisicamente ativas. Ademais, apesar das analises terem
sido controladas pelo fator sexo, é possivel que caracteristicas de distribuicdo
(ginecdide vs andréide) tenha tido uma influéncia nos nossos resultados, pela qual os
nossos resultados ndo foram controlados. Além disso, apesar de nosso estudo sugerir
que indices da VFC estao alterados na presenca da SM, é possivel que este grupo de
individuos com pior VFC esteja mais propenso a acumular fatores de risco e mais
componentes para a SM. Assim, o carater transversal ndo nos permite inferir
causalidade e futuros estudos longitudinais devem explorar a relagdo em longo prazo
a fim de elucidar certos mecanismos ainda néo esclarecidos das consequéncias do

fenotipo metabolico na obesidade.
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Concluséao e aplicabilidade clinica

Nossos achados nos permitem concluir que: 1) as respostas
cardiorrespiratorias sao influenciadas pela obesidade por si s6, mas nao parecem ser
influenciadas, pelo menos na fase adulta, pela presenca da SM; 2) o fendtipo
metabolico ndo saudavel influencia a modulacdo parassimpética e a VFC global em
repouso assim como a complexidade durante exercicios submaximos; 3) a Rl esta
associada a uma alterada ACR, niveis séricos de IL-10 e a uma alterada MAC,
enquanto IL-6 e TNF-a tém minima ou pouca influéncia na MAC e na ACR; 4) o TD6
€ mais estressante do ponto de vista cardiovascular do que o teste de caminhada de
igual duracdo e pode ser util, portanto, na avaliacdo da MAC durante o exercicio.
Desse modo, a MAC deve ser enfatizada em estudos de intervenc&o ou que visem a

avaliagdo da saude cardiometabdlica de individuos obesos na prética clinica.
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Myostatin and adipokines: the role of the metabolically unhealthy obese phenotype in

muscle function and aerobic capacity in young adults

Abstract

Background and aim: Obesity is often associated with metabolic disorders. However,
some obese people can present a metabolically healthy phenotype, despite having
excessive body fat. Obesity-related cytokines, such as myostatin, leptin and
adiponectin appear to be key factors on the regulation of muscle and energy
metabolism. Our aim was to compare lipid, glucose-insulin and inflammatory profiles,
muscle function, energy expenditure and aerobic capacity between healthy normal-
weight (NW), metabolically healthy (MHO) and unhealthy (MUHQO) obese adults. In
addition, we aimed to study the associations between these outcomes and the
cytokines MSTN, ADP, LP. Finally we aimed at establishing cutoffs of MSTN and
LP/ADP to identify individuals with the MUHO phenotype. Methods: Sixty-one young
adults (NW,n=24; MHO,n=16; MUHO,n=21) underwent body composition evaluation
(body fat, BF and muscle mass, MM), energy expenditure at rest (RER), aerobic
capacity (VO2zpeak), muscle strength and endurance tests and blood profile (glucose-
insulin homeostasis and serum MSTN, ADP, LP and TNF-a). MUHO was defined as
presenting at least 2 criteria for metabolic syndrome (NCEP/ATPIII) in association with
insulin resistance (IR) (HOMA-/R=3.46). Results: MSTN and LP/ADP were associated
with MM, MetS and glucose-insulin profile; MSTN with TNF-a and only LP/ADP with
parameters of obesity. In addition, only LP/ADP was related to VOazpeak and neither
LP/ADP nor MSTN was related to muscle functions (p<0.05 for all adjusted
correlations). Both were accurate to discriminate the MUHO phenotype: MSTN [AUC
(95%Cl)=0.71(0.55-.86), MSTN>517.3 pg/mL] and LP/ADP [AUC(95%CI)=0.89(0.81-
0.97), LP/ADP>2.14 pg/ng]. Conclusion: High MSTN and LP/ADP are associated with
MetS and glucose-insulin homeostasis impairment, low-grade chronic inflammation
and low muscle mass. Leptin-to-adiponectin ratio is related to aerobic capacity, while

myostatin is not. Neither MSTN nor LP/ADP is associated with energy expenditure,
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muscle strength and endurance. Myostatin is, therefore, related to the metabolically
unhealthy phenotype (MetS, insulin resistance and subclinical inflammation)in young
adults with obesity. Keywords: Adipokines, Myokines, Obesity, Metabolic Syndrome,
Metabolism.
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Resumo

Introducéo: A obesidade esta frequentemente associada ao desenvolvimento de
desordens cardiometabdlicas. No entanto, uma subpopulagcéo de individuos obesos
parece apresentar um metabolismo mais favoravel apesar da elevada quantidade de
gordura corporal, os denominados obesos metabolicamente saudaveis. Adipocinas
especificas da obesidade, como a adiponectina (ADP) e a leptina (LP), e miocinas,
sobretudo a miostatina (MSTN) influenciam na regulacdo do metabolismo muscular e
energético. Objetivo: Comparar o perfil metabdlico e inflamatério, a funcdo muscular,
0 gasto energético e a capacidade aerdbia entre individuos saudéaveis eutréficos (GE),
obesos metabolicamente saudaveis (GOS) e nao saudaveis (GONS) assim como
verificar a associacao entre estes desfechos e os biomarcadores MSTN, LP e ADP.
Além disso, tivemos como objetivo verificar a acuracia dos mesmos em identificar
individuos com perfil metabdlico ndo saudavel e seus respectivos pontos de corte.
Métodos: Sessenta e um adultos homens e mulheres jovens (GE,n=24; GOS,n=16;
GONS,n=21) foram submetidos a avaliacdo de composi¢cédo corporal (massa gorda,
MG e massa magra, MM), do gasto energético basal (RER) e da capacidade aerdbia
méaxima (VOzpico), a testes de forca e resisténcia musculares e a analise do perfil
sanguineo (homeostase glicémico-insulinica e concentracdo sérica de MSTN, ADP,
LP and TNF-a. Individuos foram alocados no grupo GONS se apresentassem pelo
menos 3 critérios para Sindrome Metabdlica (SM) (NCEP/ATPIII) e resisténcia
insulinica (Rl) (HOMA-IR=3.46). Resultados: Foram encontradas associacdes entre
MSTN e LP/ADP com a MM, SM e perfil glicémico-insulinico, MSTN com TNF-a e
apenas LP/ADP com parametros representativos de obesidade. N&o houve
associacao entre LP/ADP e MSTN com RER e funcdo muscular e apenas LP/ADP
associou-se com VOzpico (p<0,05 para correlagdes ajustadas por sexo e idade). Ambos
os biomarcadores demonstraram-se acurados para discriminar o perfil ndo saudavel
(SM+RI): MSTN [AAC(95%IC)=0.71(0.55-.86), MSTN>517.3 pg/mL] e LP/ADP
[AAC(95%IC)=0.89(0.81-0.97), LP/ADP>2.14 pg/ng]. Concluséao: Elevados niveis de
MSTN e LP/ADP estdo associados a SM e a RI, a inflamacdo cronica de baixa
intensidade e a uma reduzida massa muscular. LP/ADP esta associada a obesidade
por si s6 e a capacidade aerobia e, nem LP/ADP nem MSTN, estdo associados ao
gasto energético basal e a fungdo muscular. Foi comprovado que, em humanos, a
MSTN associada, portanto,a SM, RI e inflamacé&o subclinica em adultos jovens com

obesidade.
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Introducéo

A obesidade €, sabidamente, uma das doencas cronicas mais preocupantes da
atualidade por cursar, direta ou indiretamente, com o desenvolvimento de
comorbidades e mortalidade de origem metabdlica e cardiovascular sendo, portanto,
uma grave problematica em saulde publina no Brasil e mundialmente (Bellanger e
Bray, 2005). Entretanto, nos ultimos anos, evidéncias vem demonstrando que uma
certa subpopulacéo de individuos obesos apresentam, apesar do excesso de gordura
corporal total, um perfil metabdlico favoravel, tendo sido denominados obesos
metabolicamente saudaveis. Estes parecem ter uma menor probabilidade de
desenvolver tais riscos a salude do que aqueles que, além de serem obesos,
apresentam distarbios como a Sindrome Metabdlica (SM) e a resisténcia insulinica
(RI) (Phillips, 2013).

Os mecanismos pelos quais a obesidade causa tais desordens baseia-se,
essencialmente, no fato de que esta induz um estado inflamatorio subclinico crénico
e de baixa intensidade, caracterizado pela aumentada concentracdo de células
proinflamatérias, notoriamente macréfagos bem como pelo desbalanco da
concentracdo de proteinas especificas do tecido adiposo, as chamadas adipocinas,
(Lee e Pratley, 2005; Van Guilder et al., 2006; Gregor e Hotamisligil, 2011; Lumeng e
Saltiel, 2011), as quais certamente exercem uma (dis)funcéo no fendtipo metabdlico
de individuos obesos.

Longe de ser considerado apenas um reservatorio energético, como antes
imaginado, o tecido adiposo é conhecido na atualidade por ser um 6rgdo endécrino
com funcBes autdcrinas e paracrinas dada a sua capacidade de secretar adipocinas,
como as mais conhecidas leptina e adiponectina, as quais vem tendo suas
repercussodes fisioldgicas exploradas exaustivamente nos Ultimos anos em pesquisas
no campo da obesidade (Wisse, 2004; Greenberg e Obin, 2006; Leal e Mafra, 2013).
A leptina tem sido associada ao volume dos adipdécitos e pode igualmente ser liberada
pelo tecido muscular, contribuindo para a regulacao da liberacao de leptina em todo o
organismo, regulacéo da ingesta de alimentos assim como regulagdo do metabolismo
protéico nos miodcitos. A adiponectina, por sua vez, exerce um papel fundamental na
homeostase energética e na sinalizacéo insulinica, biogénese mitocondrial, regulagéo
do metabolismo lipidico no sistema musculoesquelético e reducdo do estresse

oxidativo, sendo considerada uma adipocina antiinflamatoria, contrariamente a
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elevada concentracdo de leptina, caracterizada por ser uma proinflamatéria (Li et al.,
2017).

Por outro lado, as miocinas, secretadas quase exclusivamente pelos musculos,
exercem uma variedade de efeitos sistémicos tanto em nivel muscular quanto nos
demais 6rgédos e sistemas. Algumas dessas miocinas tem sua acdo modulada pelas
adipocinas, confirmando a dinamicidade da interacdo entre ambos os tecidos
musculoesquelético e adiposo (Pedersen e Febbraio, 2012; Li et al., 2017; Rodriguez
et al.,, 2017). A primeira miocina identificada denominada miostatina (MSTN)
(Mcpherron et al., 1997) € um membro da superfamilia de fatores de transformacéao
do crescimento B (TGF-B) e é considerado um importante componente regulador
inibitério do crescimento e manutencdo da quantidade de massa muscular e de
regeneracao da mesma por meio de diversos mecanismos de acao (Patel et al., 2005;
Elliott et al., 2012; Pedersen e Febbraio, 2012). Entretanto, nos ultimos anos um
crescente numero de estudos na literatura vem demonstrando que esta miocina pode
ser um fator chave também da regulacdo do metabolismo energético, tenso sido até
0 presente momento estudada especialmente em modelos experimentais em animais.
Em humanos, o seu papel ndo esta completamente elucidado, mas parece haver uma
associagao positiva entre a concentracao sérica de MSTN e a obesidade, a SM, a RI
e a Diabetes Mellitus (Hittel et al., 2011; Dong et al., 2016).

O gene da MSTN é também expresso em menor grau nas células adiposas,
onde parece ter um efeito na adipogénese e no incremento do gasto energético
induzido pelo tecido adiposo multilocular (Feldman et al., 2006; Rodriguez et al.,
2017), o qual é resultante do aumento da expressao de células adiposas marrons no
tecido adiposo unilocular (ou células adiposas brancas) (Singh et al., 2014; Li et al.,
2017). Além disso, estudos prévios demonstraram que a MSTN esta relacionada a
perda de peso (Park et al., 2006), reganho de peso (Tsioga et al., 2015) e a mudancas
no metabolismo e caracteristicas musculares apés intervencdes, sobretudo as de
natureza fisica, como os treinamentos resistidos e aerdbios (Elliott et al., 2012; Ryan
et al., 2013; Rodriguez et al., 2017), ap0s os quais a reducao da concentracao desta
miocina esta frequentemente relacionada com efeitos fisiologicos benéficos.

Como consequéncia da grande maioria das evidéncias que demonstram efeitos
deletérios relacionados ao alto nivel de concentracdo da MSTN, tem havido grande
interesse na terapia de inibores da MSTN a fim de combater tais efeitos advindos da

obesidade, da osteoporose e de condi¢des patologicas e ambientais que cursam com
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graus variados de atrofia muscular. Exemplos dessas condicbes sdo as doencas
cardiovasculares e pulmonares cronicas, a caquexia, o envelhecimento ou ainda o
desuso muscular, como € observado durante v6os espaciais ou internacdes
hospitalares de longa permanéncia (Mcpherron, 2010). Os beneficios de tal terapia
consistiriam em reduzir o acamulo de tecido adiposo, promover a hipertrofia muscular
e a homeostase dos cardiomidécitos (Elliott et al., 2012; Dschietzig, 2014) assim como
induzir o aumento da densidade mineral 6ssea (Buehring e Binkley, 2013).

Estudos demonstram que as vias pelas quais a MSTN inibe o crescimento
muscular sdo pela inibicdo da proliferacdo e diferenciacdo de mioblastos e/ou da
atividade das células satélites; da regulacao negativa da via de sinalizacao intracelular
para sintese protéica da proteina AKT - ou proteina quinase B - pelo fator de
crescimento semelhante a insulina tipo | (IGF-1); e finalmente, via aumento da
atividade proteolitica do sistema ubiquitina-proteassoma (Elliott et al., 2012; Li et al.,
2017). Apesar de ainda controverso e inexplorado, outros estudos recentes também
sugerem haver uma influéncia da MSTN e outras adipocinas para além da massa
muscular. Tal influéncia se traduziria na reducéo da forca e resisténcia a fatigabilidade
musculares assim como na reducdo da capacidade de captacdo méaxima de oxigénio
muscular, a também denominada capacidade aerébia (Wagner et al., 2008; Elliott et
al., 2012; Bucci et al., 2013; Mouisel et al., 2014), os quais sdo considerados
importantes determinantes da capacidade funcional e preditores de incapacidade
fisicas na idade avancada e mortalidade (Lee et al., 2010; Volaklis et al., 2015). Neste
sentido, muitas questdes relacionadas as associa¢cdes entre os marcadores bioldgicos
e medidas clinicas permanecem a ser esclarecidas, sobretudo em populacao de alto
risco como os individuos obesos, na presenca ou nao de distarbios metabdlicos.

Assim sendo, o presente estudo visou comparar o perfil metabdlico (lipidico e
glicémico-insulinico) e inflamatorio, a fungdo muscular, a capacidade aerdbia e o
gasto energético entre individuos saudaveis eutréficos, obesos metabolicamente
saudaveis (GOS) e ndo saudaveis (GONS). Visou ainda estudar as associacdes entre
estes desfechos e as citocinas MSTN, LP e ADP e, finalmente, o estudo teve como
objetivo estabelecer a acuracia e pontos de corte para a MSTN e LP/ADP em
identificar individuos com perfil metabdlico ndo saudavel. Nos hipotetizamos, que
GONS apresentaria um pior perfil lipidico e glicEmico insulinico assim como maiores
concentragcdes de citocinas proinflamatorias e, finalmente que estes apresentariam

menores valores para as variaveis de funcdo muscular, capacidade aerdbia e
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dispéndio energético do que GOS e GE. Por fim, hipotetizamos que seria possivel
estabelecer pontos de corte para identificacdo de um fendtipo ndo saudavel a partir

da razédo entre as adipocinas ADP e LP e da miocina MSTN.

Materiais e Métodos

Desenho, amostra e protocolo do estudo

Sessenta e um adultos jovens (20 a 45 anos) saudaveis, eutréficos e obesos
(30 mulheres; 31 homens), foram recrutados da comunidade para este estudo
observacional e transversal. Apds os voluntarios terem sido avaliados, foram
submetidos a trés dias de avaliagcado ndo consecutivos (intervalo minimo de 48 horas):
1) Anamnese e aplicacdo do questionario de Baecke para investigacao do nivel de
atividade fisica bem como avaliacdo da funcédo pulmonar pela espirometria; 2) Coleta
e analise sanguinea bem como avaliacdo da composicdo corporal; 3) Teste de
exercicio cardiopulmonar maximo e sintoma-limitado (TECP; 4) Testes de forca e
resisténcia musculares. Os participantes foram subsequentemente alocados nos
grupos: eutroficos saudaveis (GE, n= 24), obesos metabolicamente saudaveis (GOS,
n=16) e obesos metabolicamente ndo saudaveis (GONS, n=21) primeiramente de
acordo com o indice de massa corpoérea (IMC): 1) GE<25 kg.m?; e 2) GOS/GONS=35
kg.m e, posteriormente de acordo com o perfil metabdlico, sendo que os individuos
alocados no grupos GONS deveriam apresentar pelo menos trés dos cinco critérios
para SM segundo o NCEP/ATPIIl (Executive Summary of The Third Report of The
National Cholesterol Education Program — NCEP/Expert Panel on Detection,
Evaluation, And Treatment of High Blood Cholesterol In Adults - Adult Treatment Panel
[ll, 2001) e RI. A partir de um estudo populacional com individuos adultos n&o
diabéticos, consideramos resistentes a insulina aqueles com valores acima do valor
referente ao percentil 90 (HOMA-IR>3.46) (Gayoso-Diz et al., 2013).

Os critérios de exclusdo foram: peso corporal ndo estavel nos ultimos seis
meses; atividade fisica regular (moderada a intensa) de duracdo superior a 150
minutos por semana; gestacdo; menopausa precoce; histéria de cirurgia ginecologica
e/ou ortopédica; tabagistas; etilistas; uso de medicamentos de uso continuo que
influenciassem o metabolismo; doencas neuroldgicas, neuromusculares, pulmonares

e cardiovasculares; Diabetes Mellitus; e/ou déficit cognitivo. Os voluntarios que



106

iniciaram o estudo mas que, por ventura, ndo tenham completado todas as avaliacdes
propostas para este estudo, ndo foram incluidos nas analises.

Os autores conduziram o estudo apds a aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Sao Carlos (CEP-
UFSCar: protocolo N. 326.607) (ANEXO 1). Todos os voluntarios concordaram e
assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido previamente ao inicio das
avaliacdes (ANEXO II).

Avaliacéo clinica

Durante esta avaliacdo, que consistia em relatar o historico da moléstia atual e
pregressa, 0s sujeitos responderam ao questionario de atividade fisica de Baecke,
validado para a populacdo brasileira (Garcia, 2013), incluindo questdes relativas a
percepcéo de esfor¢co durante o trabalho, lazer e atividades esportivas cotidianas.

A estatura e a massa corporal foram mensuradas (Welmy 104-A, Santa
Barbara do Oeste, SP, Brasil) com os individuos na postura em pé e descalgos. A
massa muscular (MM) total e apendicular assim como a massa gorda (MG) foram
obtidas por bioimpedancia elétrica tetrapolar (Model BC-558, Ironmann, Tanita
Corporation, Tokyo, Japan) apos terem realizado jejum absoluto de pelo menos 4
horas. A circunferéncia abdominal (indicador de obesidade abdominal) foi mensurada
com uma fita métrica, sendo que foi considerada para analise a média de 2 medidas
consecutivas, ou de uma terceira medida na ocasidao dos primeiros valores diferirem
mais do que 10% entre eles.

A pressdo arterial sistolica (PAS) e diastolica (PAD) foram mensuradas no em
repouso sentado, apds 5 minutos de repouso com um esfigmomandmetro manual.

A funcéo pulmonar foi avaliada (Oxycon Mobile®, Mijnhardt/Jager, Wurtzburgo,
Alemanha) para assegurar que apenas individuos com funcdo pulmonar normal
fossem incluidos no estudo, de acordo com os valores de referéncia para a populacao

adulta brasileira (Pereira et al., 2007).

Andlise do perfil sanguineo e de composic¢ao corporal

Para andlise do perfil lipidico, glicémico-insulinico e inflamatorio, foram

coletadas amostras sanguineas com os voluntarios em jejum de 12 a 14 horas, no
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periodo da manh&. Os voluntarios foram instruidos a nao realizar atividades fisicas
vigorosas nas 48 horas anteriores ao dia do exame, manter a dieta habitual e,
sobretudo, comparecer ao exame somente se ndo houvesse processo infeccioso e/ou
inflamatorio vigentes.

Foram quantificadas a glicemia e a insulinemia de jejum para subsequente
andlise dos indices de resisténcia e sensibilidade insulinica, a saber, o indice obtido a
partir do modelo de avaliacdo da homeostase (HOMA-IR) e o indice QUICKI,
respectivamente. Além disso, foram quantificados os niveis de lipoproteina de alta
densidade (HDL-c) e triglicerideos (TGL) para defini¢cdo do critério de SM.

Um segundo tubo foi mantido em ar ambiente por 30 minutos e, em seguida,
centrifugado (Serocito, Model 2400, FANEM, Brasil) para armazenamento das
aliquotas de plasma em freezer a -80°C. As amostras foram posteriormente
analisadas em duplicata pelo método ELISA - do inglés, Enzyme-linked
immunosorbent assay — de acordo com as recomendacdes do fabricante. As
concentracbes séricas de adiponectina ou Acrp30 (ADP), leptina (LP), fator de
necrose tumoral a (TNF-a) e miostatina (MSTN) foram determinadas por meio dos kits
de alta sensibilidade Quantikine® Human Immunoassays (R&D Systems, Inc.
Minneapolis, EUA). As absorbancias e, por conseguinte, as concentracdes foram
obtidas por meio de interpolacéo da curva padréao fornecida no manual do fabricante,
sendo que as concentracdes de LP, TNF-a e MSTN foram expressas em pg/ml, as de

ADP em ng/ml e a razao leptina/adiponectina (LP/ADP) em pg/ng.

Teste de exercicio cardiopulmonar méaximo ou sintoma-limitado (TECP)

Como previamente descrito por Carvalho et al. (2015), o teste cardiopulmonar
méaximo foi conduzido de acordo com o protocolo de Bruce em esteria ergométrica
(Master Super ATL, Inbramed/Inbrasport, Porto Alegre, RS, Brasil), sendo que durante
estes foram coletadas as variaveis ergoespirométricas respiracao-a- respiracdo com
o sistema metabdlico portati Oxycon Mobile® (Mijnhardt/Jager, Wurtzburgo,
Alemanha). Dentre as variaveis obtidas, as principais delas foram o consumo de
oxigénio (VO2), a producdo de didxido de carbono (VCO2), o quociente de troca
respiratéria (RER, VCO2/VO2), além da frequéncia cardiaca (FC) batimento-a-

batimento e a percepc¢éo de esfor¢o durante e no pico do exercicio.
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Os dados brutos foram alisados em médias a cada quinze segundos e
transferidos posteriormente para uma planilha Excel. A partir desta, o pico do exercicio
e suas respectivas variaveis foi estabelecido dentro do intervalo de 30 segundos

anteriores ao término do exercicio e inicio do periodo de recuperacéo.

Teste de forca e resisténcia muscular

As medidas de funcéo, quais sejam, a de forca e resisténcia musculares, foram
obtidas por testes de dinamometria isométrica e isocinética extensora de joelho no
equipamento Biodex Multi-Joint System 3 (Biodex Medical System, Inc., Nova lorque,
EUA). A forca maxima foi representada pela média de torque isométrico durante uma
contracdo concéntrica de cinco segundos de duracao. A resisténcia muscular, por sua
vez, foi representada pelo trabalho total isocinético extensor de joelho durante um
protocolo de um minuto, durante o qual foi solicitado ao voluntario que realizasse a
maxima for¢ca e o maior numero de vezes possivel durante este intervalo de tempo.
Um unico avaliador foi responsavel pelo comando verbal e os testes ndo foram
realizados em ordem aleatéria, de modo que o teste isocinético de endurance foi
sempre realizado ap0s o teste de forca isométrico. Isto porque acreditamos que a
realizacdo do teste isocinético de endurance teria uma influéncia negativa no
desempenho dos testes isométricos subsequentes, ao passo que a realiza¢do deste
altimo pouco influenciaria o desempenho do teste de endurance por ter uma
caracteristica de curta duracao e grandes pausas. Além disso, os voluntarios em um
estudo piloto relatavam extrema fadiga ap0s a realizacdo do teste de endurance.

Para o teste isocinético foi padronizada uma amplitude de movimento de 70°a
uma velocidade angular de 60° por segundo, iniciando o movimento a 90 ° de flexao
do joelho e limitando-se a 20° de flexdo do joelho. Para o teste isométrico, foi
padronizada uma angulacéo de 60° de flexdo de joelho, considerando 90° de flexao
de joelho como sendo o angulo de referéncia (Carvalho et al., 2015). Para a analise
estatistica, foram considerados os valores normalizados (relativos ao peso do membro

inferior dominante avaliado) de média de pico torque (PT) e trabalho total (TT).
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Andlise estatistica

Foram utilizados para andlise os pacotes estatisticos SPSS Statistics para
Windows, Versdo 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA) e MedCalc para Windows,
versdo 15.0 (MedCalc Software, Ostend, Bélgica).

A distribuicdo dos dados e a homogeneidade das variancias foram verificadas
pelos testes Kolmogorov-Smirnov e Levene, respectivamente, apds o qual os testes t
de Student ou Kruskall-Wallis com posthoc de Mann Whitnney foram utilizados,
conforme apropriado, para comparagdo entre 0os grupos, dada a caracteristica ndo
homogénea das variancias e, portanto, a impossibilidade de realizacdo de uma
analise de variancia. Os dados foram apresentados em médiatdesvio padréo e o nivel
de significancia adotado para um teste bicaudal foi estabelecido em 0,02 pelo ajuste
de Bonferroni para comparag¢des mdltiplas por pares.

A andlise estatistica para correlacdo avaliou o grau de associacao entre
variaveis-desfecho por meio do teste de correlacdo parcial, considerando o sexo e/ou
IMC como as variaveis a serem controladas. A forca da correlagéo pelos coeficientes
r foram interpretados usando as seguintes diretrizes: 0,00 a 0,19 = nenhuma a muito
baixa, 0,20 a 0,39 = baixa, 0,40 a 0,69 = moderada, 0,70 a 0,89 = alta e 0,90 a 1,00 =
muito alta (Weber e Lamb, 1970).

A andlise da curva Receiver operating characteristic (ROC) foi utilizada para
verificar a acuracia das citocinas em dicriminar o fenétipo obeso metabolicamente ndo
saudavel (23 critérios para SM associado a RI) e 0s seus respectivos pontos de corte,
baseada em um classificacdo dicotomizada (O=auséncia ou ;l=presenca). A
especificidade e a sensibilidade, o intervalo de confiacdo (IC) e o erro padrao (EP)
foram determinado e um valor de p <0,05 foi considerado estatisticamente
significativo.

Um tamanho de amostra de 13 individuos por grupo foi calculada através do
pacote estatistico GPower Versdo 3.1.3 (Franz Faul Universitat Kiel, Alemanha)
considerando-se a familia dos testes t (testes de Wilcoxon ou Mann-Whitney),
considerando um teste bicaudal, um tamanho de efeito de 0,95, nivel de significancia
de 0,05 e um poder da amostra de 80%.

Ao final das coletas, foram identificados valores faltantes para pressao arterial
(1), circunferéncia abdominal (6), VOzpico N0 TECP (1) e forca e resisténcia musculares

(1). Todos eles foram tratados como dados faltantes, ndo tendo sido substituidos pela
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média do respectivo grupo, tanto para as analises comparativas quanto para as de
correlacao.

Resultados

Caracteristicas da amostra e diferencas entre grupos

Todos os voluntarios incluidos na amostra final apresentavam funcao pulmonar
normal e, mais precisamente, ndo apresentavam sinais de obstrucao ao fluxo aéreo
dada pela razdo entre o volume expiratério forcado no primeiro segundo e a
capacidade vital forcada de 0,83+0,05. Além disso, os grupos GE, GOS e GONS,
respectivamente, demonstraram ter similares médias de idade (Tabela 1) e nivel de
atividade fisica dada pelo escore no questionario de Baecke (média absoluta de
6,30+1,62, 5,98+1,35, 6,25+1,38 de um escore maximo de 15, sendo que quanto
maior o escore, maior o nivel de atividade fisica nas atividades de trabalho, lazer e
esportivas). A aplicacdo do questionario de Baecke, para o qual ainda nao é
estabelecido um ponto de corte para caracterizacdo de sedentarismo, além de o um
critério de inclusao estabelecido em uma duracgédo inferior a 150 minutos por semana
de atividade fisica regular e estruturada, nos permite afirmar que os grupos analisados
no estudo foram, ao menos, homogéneos com relacdo ao nivel de atividade fisica e
gue este componente ndo parece ter influenciado os nossos achados.

A Tabela 1 lista as principais caracteristicas dos grupos estudados. Como
esperado, ambos GOS e GONS apresentaram maiores médias de pocentagem de
MG, circunferéncia abdominal e menor porcentagem de MM quando comparados ao
GE.

Com relacdo ao perfil metabdlico, GOS diferiu de GE com respeito ao perfil
insulinico, como demonstrado pelas maiores médias de insulinemia de jejum e do
indice de RI (HOMA-IR), concentracdes de LP e razdo LP/ADP quando comparado a
GE. Em contraste, GONS apresentou, além de um pior perfil glicémico-insulinico,
também maiores niveis de TGL e menores de HDL-c, como esperado, e maiores
niveis de MSTN e LP/ADP quando comparado aos grupos GOS e GE. Como pode ser
observado na Tabela 1, os niveis de TNF-a e ADP ndo diferiram entre 0os grupos,
sendo que os niveis de LP parecem ter ditado as diferencas entre as médias de

LP/ADP entre os grupos. A Figura 1 representa a comparacéo entre 0S grupos com



111

relagdo aos niveis de MSTN e LP/ADP mas, desta vez, considerando 0S sexos
feminino e masculino, separadamente, para que pudéssemos observar se haveria
uma diferenca sexo-dependente entre os biomarcadores estudados.
Surpreendentemente, ambos 0s grupos obesos (GOS e GONS),
independentemente do perfil metabdlico, apresentaram menor capacidade aerdbia
expressa pelo VOzico N0 TECP e menor forga e resisténcia musculares, expressas
pelas variaveis PT e TT, respectivamente, e todos 0s grupos apresentaram médias de

gasto energético basal (RER) equivalentes.
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Tabela 1. Caracteristicas antropométricas e de composicao corporal, metabdlicas e

de capacidade aerdbia e funcdo muscular entre os grupos GE, GOS e GONS.

GE (n=24) GOS (n=16)  GONS (n=21)

M=12/H=12 M=10/H=6 M=8/H=13

Caracteristicas antropométricas e de composicédo corporal

Idade (anos) 325 355 3316
IMC (kg-m-2) 22,6+2,3 40,3+8,2" 40,945,7*
Circunferéncia Abdominal (cm)  76.,9+8,9 110,2+11,8" 115,1+15,4#
MG (%) 23,847,1 41,8+7,9* 39,1+8,0%

MM (%) 72,36,8 54,6+6,9 " 57,9+7,5*

Perfil metabélico e inflamatério

Glicemia (mg/dL) 91,8+6,9 89,5+2,1 101,2+14,5 #
Insuliemia (UU/mL) 6,2+1,8 10,5+3,1° 23,1481 %
HOMA-IR 1,44+0,39  233+0,76°  5,91+3,08 #
QUICKI 0,37#0,02  0,34+0,02°  0,30£0,01 #
TGL (mg/dL) 92,0+28,5  1052+43,0  231,2+194,2 #
HDL-c (mg/dL) 52,2+11,7 44,9+8,9 38,96,9 #&
MSTN (pg/mL) 393.2+32,0  4055+325  686,9+88,5%
LP (pg/mL) 541,4+72,7 1017,7+111,2° 1203,1+103,2*
ADP (ng/mL) 568,3+43,7  504,1+41,8 520,5+43,9
LP/ADP (pg/ng) 0,95£0,09  1,97+0,09" 2,330,11 #&
TNF-a (pg/mL) 27,7+1,8 27,4425 35,2+1,9

Capacidade aerdbia, gasto energético e fungdo muscular

VOzpico (ML.kgL.min"t) 31,845,5 21,4+4,2" 19,8+3,2 *
RER 0,85+0,11 0,85+0,08 0,89+0,09
PTre (N.m.kg?) 249,1+40,1  174,5+46,1°  178,8+49,6 *
TTrel (3.kg) 181,5¢37,3  122,3+256"  128,9+375 #

Dados apresentados em média + desvio padrdo. M, Mulheres; H, Homens; IMC, indice de massa corpérea; MG, massa gorda; MM, massa
magra; HOMA-IR, modelo de avaliagdo da homeostase (indice de resisténcia insulinica); QUICKI, indice de sensibilidade insulinica; TGL,
triglicerideos; HDL-c, lipoproteina de alta densidade; MSTN, miostatina; LP, leptina; ADP, adiponectina; TNF-a, fator de necrose tumoral a;
PTrei, media de pico de torque isométrico relative ao peso do membro dominante; TTre, trabalho total isocinético relativo ao peso do membro
dominante; RER, quociente respiratério de VCO2/VO2 representando o gasto energético basal; VOzpico, pico de consumo de oxigénio no
TECP. Testes de Kruskall-Wallis com posthoc de Mann-Whitney ou teste t de Student (ajuste de Bonferroni: valor de p considerado
significativo se <0.02). *Diferenca significativa entre GOS vs GE, *Diferenca significativa entre GONS vs GE e “Diferenca significativa entre
GONS vs GOS.
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Figura 1. Comparacao entre 0s grupos, de acordo com 0 sexo, para os biomarcadores
miostatina e razéo leptina/adiponectina. Dados apresentados em media + Erro padréao.
Grupos: Eutréficos (GE), obesos metabolicamente saudaveis (GOS) e obesos
metabolicamente ndo saudaveis (GONS). A) Diferenca entre grupos com relacédo as
concentracdes séricas de miostatina para mulheres (em cinza) e homens (em preto);
B) Diferenca entre grupos com relacdo a razdo entre as concentracdes séricas de
leptina/adiponectina para mulheres (em cinza) e homens (em preto). Testes de
Kruskall-Wallis com posthoc de Mann-Whitney ou teste t de Student (ajuste de
Bonferroni: valor de p considerado significativo se <0.02). *Diferenca significativa entre
GOS vs GE, #Diferenca significativa entre GONS vs GE e 4Diferenca significativa entre
GONS vs GOS.

Associacfes entre citocinas, metabolismo, capacidade aerdbia e funcao

muscular

Todas as correlagbes foram ajustadas por sexo, idade e/ou IMC. Nao foi
demonstrada nenhuma associagdo estatisticamente significativa entre os niveis
séricos de MSTN e medidas de adiposidade (i.e. IMC, MG e circunferéncia
abdominal). Em contrapartida, foram encontradas baixas e positivas associa¢des
entre MSTN e o numero de critérios para SM (r=0,26, p=0,03), insulinemia (r=0,25,

p=0,04) e TNF-a (r=0,39, p=0,003) e baixas a moderadas correlacbes negativas entre
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MSTN e ADP (r=-0.40, p=0,02) e o indice QUICKI de sensibilidade insulinica (r=-0,27,
p=0,03).

A razdo LP/ADP, um marcador especifico do metabolismo adiposo, associou-
se positivamente com o percentual de MG (r=0,85 ,p<0,001) e IMC (r=0,79, p<0,001)
assim como com HDL-c (r=-0,35, p=0,004), glicemia (r=0,27, p=0.02) e nimero de
critérios para SM (r=0,44, p<0,001), HOMA-IR (r=0,28, p=0,02) e QUICKI (r=-0,49,
p<0,001).

Uma moderada e negativa correlacao foi encontrada entre a concentracéo
de MSTN e a MM apendicular, resultante da soma da massa muscular de membros
inferiores e superiores (r=-0,40, p=0,01), e uma associacao negativa nao significativa
(p=0,06) entre MSTN e MM total, que compreende a massa apendicular adicionada a
massa muscular de tronco. Apesar da associacdo com a MM appendicular, 0s niveis
de MSTN né&o se correlacionaram de maneira estatisticamente significativa com as
variaveis de forca e resisténcia muscular bem como com a capacidade aeréGbia
(p>0,05).

Finalmente, uma moderada correlacdo foi encontrada entre LP/ADP e a
porcentagem de MM total (r=-0,44, p<0,001) e apendicular (r=-0,52, p<0,001) em
relacdo ao peso corporal. Apesar da significativa associagdo com a MM, LP/ADP
também ndo esteve associada a funcdo muscular, porém correlacionou-se
significativamente com a capacidade aerodbia (i.e. VOzpico, r=-0,35, p=0,01). Nao foi
encontrada nenhuma correlacao estatisticamente significativa entre os biomarcadores

e 0 gasto energético basal.

Acuracia e pontos de corte para identificacdo do fen6tipo metabdlico nao

saudavel

Como podemos observar na Figura 2, a razéo entre as adipocinas LP e ADP
assim como a miocina MSTN demonstraram ser acuradas para discriminar o fenétipo
metabdlico ndo saudavel, ou seja, a presenga de =3 critérios para SM e RI: para a
MSTN [area abaixo da curva, AAC (95% IC) = 0,71 (0,57 — 0,82), EP=0,08, p=0,01;
sensibilidade= 66,7% e especificidade= 84,4%], o ponto de corte 6timo foi >505,1
pg/mL; e para a LP/ADP [area abaixo da curva, AAC (95% IC) = 0,90 (0,79 — 0,96),
EP=0,04, p<0,001; sensibilidade= 66,7% e especificidade= 97,5%)], o ponto de corte

otimo calculado foi >2.34 pg/ng.
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Figura 2. Analise da curva Receiver operating characteristic (ROC) demonstrando a
acuracia e os pontos de corte para discriminacao do fenétipo metabdlico ndo saudavel
a partir das concentracbes séricas das citocinas miostatina e razao
leptina/adiponectina. AAC, area abaixo da curva; IC, intervalo de confian¢ca; MSTN,

miostatin; LP, leptina; ADP, adiponectina.

Discussao

Para o nosso conhecimento, este € o primeiro estudo a abranger
biomarcadores em associacdo com aspectos clinicos de funcdo muscular, gasto
energético e capacidade aerébia em humanos obesos com ou sem desordens
metabdlicas.

Além disso, ndo consta na literatura um critério de anormalidade para as
citocinas estudadas. Os principais achados deste estudo foram: 1) Elevados niveis de
MSTN estdo associados a presenca de componentes da SM e RI, inflamacgéo
sistémica e reduzida massa muscular; 2) Elevados niveis de LP/ADP estao
associados positivamente com parametros de adiposidade, ou seja, parametros
simples de obesidade como o IMC e a MG, além de estarem associados a SM e a RI;
3) Nenhum destes marcadores biologicos esta associado ao gasto energético basal

nem a funcdo muscular, sendo que apenas a razdo LP/ADP esta negativamente
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associada a capacidade aerébia, independentemente do sexo, idade e IMC; 4) MSTN
e LP/ADP s&o acurados para discriminar o perfil metabdlico ndo saudéavel e foi
possivel identificar pontos de corte a partir dos quais futuros estudos devem se basear
para definicAo de um nivel sérico anormal desses marcadores biolégicos nesta
populacao.

Nosso estudo confirmou que uma elevada concentracdo de MSTN esta
associada a um pior perfil metabolico em adultos jovens, demonstrado pela também
elevada concentracdo de LP/ADP bem como pior perfil glicémico-insulinico e lipidico
no GONS, corroborando prévias associa¢gfes encontradas entre esta miocina, SM e
RI em estudos experimentais animais.

Um estudo prévio de Guo e colaboradores (Guo et al., 2009) demonstrou que
a deplecdo do gene da MSTN esteve associada a um reduzido acumulo de tecido
adiposo e do tamanho dos adipdcitos, melhor captacdo de glicose e metabolismo
insulinico, maior resisténcia ao desenvolvimento da obesidade induzida
geneticamente ou por dieta hipercaldrica e, finalmente, a menores concentracdes de
leptina e triglicerideos. Além disso, também foi demonstrado que a inibicdo da MSTN
resultou em uma reducao da adiposidade subcutanea (Zhao et al., 2005; Feldman et
al., 2006) e infiltracdo adiposa intramuscular (Burgess et al., 2011). Sugere-se que
tais efeitos metabdlicos benéficos ocorram, sobretudo, via modificacbes metabdlicas
em nivel de sinalizacao insulinica tanto no tecido muscular quanto no tecido adiposo
e hepatico (Allen et al., 2011). No entanto, a partir de achados observados em nivel
de composicao corporal (i.e. reducdo da massa gorda) em ratos com deplecdo do
gene que expressa a MSTN, a reducdo de tecido adiposo parece estar mais
relacionada a um mecanismo indireto do aumento de tecido muscular
metabolicamente ativo ou reduzida sinalizacdo da MSTN muscular do que a um efeito
direto no tecido adiposo propriamente dito (Bernardo et al., 2010; Allen et al., 2011,
Elliott et al., 2012).

Além disso, esta afirmacao parece ser confirmada pelos niveis de MSTN e seu
RNA mensageiro do receptor de membrana activina RIIB (ActRIIb) bastante menores
nas ceélulas adiposas quando comparado com 0s seus niveis nas miofibrilas. A partir
dessas afirmacdes, sugere-se que a contribuicdo biolégica dos efeitos sistémicos
advindos do tecido adiposo seja muito inferior aqueles de origem muscular (Allen et
al., 2008).
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Em humanos, um estudo prévio sugeriu uma associacao positiva da MSTN com
a obesidade em mulheres adultas (Hittel et al., 2009). No entanto, esta associacéo
pode ter sido, neste e em outros estudos visando a investigacdo das acoes e efeitos
desta miocina, confundida pela frequente presenca de disturbios de ordem metabdlica
com a obesidade. Tal estudo, por exemplo, comparou um grupo de mulheres com
obesidade moérbida com um grupo de mulheres com obesidade de grau leve e, no
primeiro grupo, o indice de RI também se encontrava significativamente aumentado.
Assim, porque o mencionado estudo ndo avaliou grupos pareados pelo grau de
obesidade (e.g. IMC) ou pareados pelo nivel de sensibilidade a insulina, ndo € possivel
concluir através deste que o aumento dos niveis de MSTN sejam resultantes da
obesidade por si s6. Nesse sentido, nosso estudo tem uma grande relevancia em ter
avaliado grupos homogéneos com relacdo aos parametros de obesidade, mas com
perfil metabdlicos distintos.

Neste mesmo sentido, Hittel e colaboradores (Hittel et al., 2010) demonstraram
gue os niveis de MSTN reduziram, e os de sensibilidade insulinica e capacidade
aerobia aumentaram, em homens adultos com sobrepeso apdés um treinamento
aerdbio de seis meses. Estas alteracdes foram independentes de outros imporantes
fatores, como o IMC, a MM e a MG, que permaneceram iguais apds o periodo de
intervencdo. Os mesmos autores demonstraram que 0S niveis séricos de outras
citocinas, tais como resistina, ADP, LP e TNF-a e a Rl ndo se alteraram em modelos
animais em tratamento com MSTN sintética. A partir disso, pode-se pressupor que a
expressdo da miostatina e as demais citocinas tenham sensibilidades e
comportamentos distintos a mudancas (pato)fisiolégicas e que estas tenham uma
também distinta capacidade ou acuracia em identificar um perfil metabdlico néo
saudavel.

Adicionalmente, a MSTN parece também afetar a captacéo de glicose através
de seu efeito no aumento da expressao do fator de necrose tumoral a (Moller, 2000).
Demonstrou-se previamente que a inibicdo de TNF-a em ratos elicitou uma melhor
toleréncia a glicose e reduziu os niveis desta citocina proinflamatéria ndo somente em
nivel muscular, como também adiposo (Wilkes et al., 2009). Inversamente, maiores
niveis de TNF-a parecem induzir uma maior resisténcia a a¢ao insulinica e declinio de
massa muscular (Visser et al., 2002; Xu et al., 2003) pela redu¢cdo do metabolismo
proteico, direta ou indiretamente via Rl (Guillet et al., 2012), perpetuando, dessa

forma, o ciclo vicioso de alterag@es fisiologicas inflamacéo-metabolismo-musculo.
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Um estudo prévio (Kowalska et al., 2008) demonstrou que, independentemente
da sensibilidade insulinica, os niveis de ADP e outros marcadores inflamatorios foram
capazes de predizer o escore diagnéstico de SM em adultos jovens com sobrepeso.
Além disso, os niveis dos marcadores inflamatorios interleucina 6 e 18, proteina-C-
reativa (PCR) e receptores sollveis de TNF-a (sTNFR1 e sTNFR2) estiveram
aumentados, e niveis de ADP reduzidos, em individuos com SM do que naqueles
saudaveis sem SM. Este mesmo indices demonstraram associacdes significativas
com o numero de critérios para SM baseado no mesmo critério adotado neste estudo.

Dessa forma, a lipotoxicidade relacionada ao fendtipo metabolicamente néo
saudavel consiste do acumulo de lipides que, n&do tendo sido “armazenados”, migram
para os tecidos perféricos e orgados. No tecido muscular, este excesso de gordura se
deposita, muito frequentemente, no espaco intramuscular, onde causa importantes
prejuizos ao adequado funcionamento celular e biomecénicos das miofibrilas (Marcus
et al., 2012), processo este que contribui substancialmente a fisiopatologia da
inflamacdo relacionada a obesidade, ou metainflamacdo como € usualmente
denominada, da RI e, por conseguinte, da Diabetes Mellitus tipo 2 (Guillet et al., 2012).

Contrariamente a maioria dos estudos, Han e cols (Han et al.,, 2014)
demonstraram que os niveis de MSTN foram menores em individuos idosos com
Diabetes Mellitus e estiveram negativamente associados ao numero de critérios para
SM. Além disso, o grupo de individuos com alta concentracdo de MSTN apresentou
menor probabilidade de apresentar SM, obesidade abdominal, baixos niveis de HDL,
altos niveis de TGL e Diabetes, ap0s ajuste pela idade e sexo, sugerindo que altos
niveis de MSTN estdo associados a um perfil metabdlico mais favoravel. Pode- se
suspeitar de que estas diferentes associacfes se devam, sobretudo, a populacao
estudada, qual seja, uma populagéo idosa e de origem étnica diferente das estudadas
na maioria das evidéncias da literatura (i.e. asiaticos vs caucasianos).

Em virtude a MSTN agir, comprovadamente em modelos experimentais, na
inibicdo do crescimento muscular (Artaza et al., 2005; Allen et al., 2011) e, baseado
em inameros outros fatores explanados abaixo, foi hipotetizado neste estudo que
individuos com SM e RI e, portanto, com maiores niveis de MSTN, teriam menor
percentual de MM do que os aqueles sem disturbios metabdlicos alterando, por
conseguinte, a funcdo muscular, o dispéndio energético basal e a capacidade aerébia
(i.e. a méxima capacidade de captacdo de oxigénio pelo musculo). Intuitivamente,

esses prejuizos acarretariam em menor capacidade funcional ou, ao menos, em maior
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exigéncia fisiolégica para realizacdo de atividades equivalentes as realizadas por
individuos obesos, porém saudaveis. Em resposta a excessiva demanda e relativa
isquemia muscular, 0 consequente aumento de metabdlitos circulantes € conhecido
por causar uma exacerbada resposta cardiovascular (Mitchell et al., 1983), assim
como os niveis de leptina circulante demonstraram ser associados a um maior
estresse cardiovascular e autondmico induzido pelo exercicio em mulheres jovens
obesas (Brydon, 2011). Estes seriam refletidos por uma inapropriada ou insuficiente
resposta a estimulos externos, como a hipertensdo induzida pelo exercicio,
exacerbada resposta cronotrépica e/ou reduzida capacidade aerdbia em individuos
obesos e ndo saudaveis metabolicamente.

Além disso, foi previamente demonstrado que (Stuart et al., 2013), em adultos
obesos e sedentérios, existe uma menor proporcao de fibras do tipo |, as denominadas
fiboras oxidativas, do que fibras do tipo Il, as denominadas glicoliticas.
Interessantemente, as fibras do tipo | sé&o mais sensiveis a acao insulinica (Lillioja et
al., 1987) e a expressao da MSTN acontece majoritariamente nas fibras do tipo II,
aguelas menos sensiveis a insulina e de onde é oriunda a maior parte da (hipo)trofia
muscular (Carlson et al., 1999). Na mesma linha de raciocinio, Stuart e colaboradores
(Stuart et al., 2013) encontraram uma associacao positiva entre a proporcéao de fibras
do tipo | com a maior responsividade a insulina e a captacdo maxima de oxigénio.
Além disso, receptores de insulina e transportadores de glicose estiveram
marcadamente reduzidos em fibras do tipo | de individuos com SM. Além disso, de
modo geral, individuos obesos parecem ter menor capacidade oxidativa e conteudo
mitocondrial (He et al., 2001) o que deveria, supostamente, prejudicar ainda mais a
capacidade muscular e aerdbia de individuos obesos com distlrbios metabdlicos.
Com relacdo ao gasto energético basal, é conhecido que o sistema
musculoesquelético é o tecido de maior demanda metabdlica, requerendo
aproximadamente 30% do gasto energético total em repouso, podendo chegar a até
90% durante exercicio intensos (Zurlo et al., 1990). Assim, hipotetizamos que uma
menor quantidade muscular ocorreria de modo concomitante a uma reduzida taxa
metabdlica basal, uma menor forca e resisténcia musculares, além de uma reduzida
capacidade aerdbia.

Em suma, adultos obesos no grupo GONS apresentariam, em virtude dos
maiores niveis de LP/ADP e MSTN, menos fibras do tipo | e capacidade oxidativa do

que os individuos em GOS e, portanto, menor capacidade aerobia, menor taxa
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metabdlica basal e menor quantidade (massa) e qualidade (forca e resisténcia)
muscular, o que ndo pdéde ser confirmado pelos nossos achados. Neste sentido,
porque individuos adultos obesos estdo mais frequentemente expostos a atividades
cotidianas que exijam o suporte do préprio peso corporal, do inglés o chamado
“‘weight-bearing effect”, € possivel que isto promova uma resposta adaptativa,
sobretudo da musculatura respiratoria e apendicular de membros inferiores, que
retarda a perda de fibras oxidativas na fase adulta que, invariavelmente, ocorrera em
uma fase de vida avancada.

O estudo de Guo e cols (Guo et al., 2009) explica, de certo modo, 0S Nn0SS0s
achados de auséncia de diferenca entre os grupos GOS e GONS. Esses autores
demonstraram que baixos niveis de MSTN estiveram associados com menores taxas
metabdlicas. Contrariamente, altos niveis de MSTN estariam associados a maiores
taxas basais, a fim de contrabalancear o efeito da perda da MM induzida pela MSTN.
Também foi sugerido que os efeitos benéficos advindos da inibicdo de MSTN estariam
associados ao metabolismo muscular e glicémico-insulinico e ndo ao aumento da
atividade metabolica basal. Outros também encontraram (Mouisel et al., 2014) que na
presenca de elevados niveis de MSTN, independentemente da composicao de fibras,
foi observada uma reduzida capacidade de fosforilacdo oxidativa muscular. Em
contrapartida, foi também encontrada uma reduzida razdo de troca respiratoria,
sugerindo uma preferéncia pelo metabolismo lipidico para geracdo de energia em
detrimento da glicélise; uma maior capacidade aerdbia; mais eficiente economia
energética da atividade; e, finalmente, menor lactacidemia pdés-exercicio. Tais
alteracdes seriam, em Ultima instancia, responsaveis pela maior resisténcia e menor
fatigabilidade muscular, favorencendo um melhor desempenho na atividade para
contrapor a menor quantidade de tecido muscular metabolicamente ativo.

Assim, no sentido de minimizar os danos quando da hipotrofia induzida pelas
citocinas secretadas em obesos com SM e RI, mudancas benéficas no metabolismo
glicémico-insulinico - as quais parecem ser superiores aquelas em nivel de
metabolismo oxidativo - convergem para a reducdo do acumulo de tecido adiposo e
adaptabilidade do metabolismo muscular para melhorar a eficiéncia energética global.
Em concordancia com esses e outros (Van Guilder et al., 2006), nosso estudo
demonstrou que ndo houve diferenca no gasto energético basal e capacidade aerdébia,
apesar do perfil metabdlico e inflamatério desfavoravel. Estes achados podem,

perfeitamente, ser explicados pelo mencionado mecanismo de tentativa de adaptacao
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muscular a inibicado de hipertrofia muscular, sobretudo na fase adulta quando o efeito
protetor da idade e do tempo de obesidade ainda exerceria um papel atenuador no
desenvolvimento de comprometimentos funcionais mais relevantes nesta populacao.

Outro importante fator a ser mencionado que potencialmente explica a auséncia
de diferencas encontradas na funcdo muscular € de que esta é intrinsicamente
dependente de outros componentes que, além da massa muscular, contribuem para
a geracao de forca , tais como 0s componentes centrais e neuromusculares, bem
como a morfologia e arquitetura musculares, dentre outros (Clark e Manini, 2012).

Dito isso, um relevante nUmero de evidéncias aponta para uma promissora
terapia adjuvante que consiste na inibicdo da MSTN para impedir ou reverter o
desenvolvimento de distarbios metabdlicos, como a SM e a Diabetes, em individuos
obesos ja na fase adulta. Uma importante condicdo denominada obesidade-
sarcopénica, poderia ser igualmente evitada quando do envelhecimento dessa
populacdo. A obesidade sarcopénica também fora previamente relacionada a maiores
concentracbes de marcadores inflamatérios, tais como TNF-q, interleucina 6, LP e
MSTN e a menores concentragdes de ADP e IL-15 (Sakuma e Yamaguchi, 2013).
Assim, a inibicdo da MSTN promoveria hipertrofia muscular e induziria uma melhora
do metabolismo como um todo, sobretudo da homeostase glicémico-insulinica.
Entretanto, ndo se conhece em que nivel a hipertrofia muscular poderia causar
reducdo do acumulo de tecido adipose e, portanto, da obesidade em si, e na melhora
da capacidade funcional global.

Algumas limitacdes devem ser mencionadas. Estes achados ndo podem ser
extrapolados para a populagéo idosa e individuos fisicamente ativos. Além disso,
porque ndo mensuramos componentes antagonistas da MSTN, como a folistatina, ndo
€ possivel saber o papel que estes exerceriam nas associacfes encontradas entre a
MSTN e os principais desfechos estudados. A ultima limitagcdo do estudo é que néo
podemos inferir causalidade entre mudancas nas concentracdes das citocinas e
mudancgas na composi¢do corporal, massa e funcdo musculares e capacidade

aerdbia, dada a natureza transversal de nosso estudo.

Conclusao

Em conclusdo, em adultos jovens, elevados niveis de miostatina e razéo

leptina/adiponectina estdo associados a presenca da SM e RI, inflamagé&o sistémica
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de baixa intensidade e inversamente associados a massa muscular. A razéo
leptina/adiponectina esta relacionada a parametros de obesidade por si s6 e a
capacidade aerobia, enquanto a miostatina ndo esta associada a esses parametros.
Além disso, nenhum dos biomarcadores estudados estd associado ao dispéndio
energético basal nem a funcdo muscular, a saber a forca e a resisténcia musculares
de membro inferior em adultos jovens obesos Finalmente, foi possivel identificar
pontos de corte para adipocinas e miocinas em identificar o fenétipo metabolicamente

nao saudavel em adultos jovens obesos.
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CONSIDERACOES FINAIS E DESDOBRAMENTOS FUTUROS

O presente estudo pretende contribuir para a area de pesquisa no ambito da
obesidade e suas comorbidades associadas que predispde individuos obesos a um
maior risco de desenvolvimento de doencas cronicas e de mortalidade. Acreditamos
que a melhor caracterizacdo da populacdo obesa, principalmente, nos permitira
intervir de forma mais efetiva em tais componentes para prevencao de complicacdes
metabdlicas e cardiovasculares futuras de maior magnitude.

Nossos achados nos permitem concluir que adultos jovens obesos com perfil
metabdlico desfavoravel, quando comparados a individuos obesos saudaveis,
apresentam preservadas aptidao cardiorrespiratoria e funcdo muscular. Mas sugere
gue estes, com o0 acumulo das alteracdes ao longo dos anos (RI, desregulacdo dos
ajustes autondmicos e aumento da miostatina com consequente influéncia na
hipotrofia muscular, jA observados neste estudo), tenderdo a desenvolver prejuizos
mais expressivos na ACR e na funcdo muscular, com consequente declinio da
funcionalidade. Estas alteracdes podem ser, na fase adulta jovem e meia idade, ainda
“invisiveis” pelo efeito protetor da idade, que consiste no fato de os individuos serem
mais ativos nas suas atividades cotidianas, terem uma maior quantidade de massa
muscular e ACR mais preservada, 0S quais parecem prevenir ou atenuar potenciais
prejuizos fisioldgicos advindos de disfuncdes metabdlicas ja instaladas.

Achados até o presente sdo ainda escassos e contraditérios, sobretudo os
oriundos de estudos longitudinais acompanhando desfechos-chave em populacdes
apresentando ou ndo o fenétipo saudavel. Assim, dada a relavancia da teméatica de
prevencao e tratamento da obesidade em ambito mundial, estudos de longo prazo se
fazem necessérios para investigar se individuos obesos com perfil metabdlico menos
favoravel, apresentariam mais incapacidades fisicas, doencas cronicas e taxas de
mortalidade, sendo extremamente relevante para identificarmos apropriadamente
agueles com maior risco a saude bem como realizar o adequado acompanhamento
quando da implementacédo de intervencgdes fisicas, nutricionais e/ou farmacologicas.
Acreditamos, entretanto, que as analises de caracterizacao transversal do presente
estudo tenham contribuido para um melhor entendimento, a partir de uma ampla visao
fisiologica (cardiometabdlica, ventilatéria, muscular e funcional), das alteragfes ja

presentes na fase adulta e das provaveis e potenciais consequéncias de tais
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alteracées em longo prazo. Além disso, contribuiu com a compreensdo da relacao
entre biomarcadores e aspectos clinicos relacionados a obesidade.

Adicionalmente, o estudo visou ressaltar a importante aplicabilidade clinica dos
testes funcionais, a saber o TD6 e o TC6, para fins de avaliacdo, prescricao e/ou
acompanhamento da evolugcdo durante protocolos de intervencdo que visem o
controle ou tratamento da obesidade, melhora da ACR e da MAC, assim como da
funcdo muscular na populacao obesa, mais especificamente adultos jovens obesos.

Em nosso primeiro estudo, demonstramos que as respostas cardiovasculares
e metabolicas no TD6 apresentaram elevada concordancia com as respostas obtidas
no TECP, apesar de terem padrdes (i.e., carga constante vs incremental e tempo-
limitado vs n&o limitado) e intensidades distintas. Isto nos possibilita sugerir a
aplicacdo do TD6 com maior frequéncia na pratica clinica, sem a necessidade de
equipe e intrumentacao altamente qualificados, pois 0 mesmo é capaz de predizer a
capacidade aerébia maxima com elevada acuracia a partir de variaveis de féacil
obtencéo (i.e., desempenho no TD6, IMC e idade). Além disso, o desempenho neste
teste demonstrou estar fortemente relacionado a forca e poténcia musculares, tanto
em mulheres eutréficas quanto obesas. Tal constatacdo nos permite inferir que néao
somente treinamentos aerdbios, mas também aqueles que visem o aumento da forca,
resisténcia e poténcia musculares poderiam, certamente, influenciar na melhora da
capacidade funcional e aerébia maxima de individuos obesos. No entanto, € preciso
gue estudos futuros avaliem se haveria uma equivaléncia entre a melhora na funcao
muscular e na capacidade aerébico-funcional e de que magnitude ela seria, a fim de
termos uma medida mais objetiva da avaliagdo e acompanhamento durante
intervencodes fisicas e estabelecermos uma melhora clinicamente relevante, como ja
foi previamente determinado para o TC6, por exemplo.

No segundo estudo, demonstramos que o TD6, em comparagdao com o teste
de caminhada de equivalente duracao, pode ser igualmente aplicavel, sendo superior,
para avaliacdo da modulacdo autonémica durante testes de exercicio de “carga
constante”, visto que o estresse cardiovascular no TD6 é maior do que no TC6. Além
disso, nos permite afirmar que individuos obesos com disturbios metabdlicos possuem
uma alterada MAC em repouso e durante o esforgo, apesar de esta alteracdo nao ser
refletida pelas respostas metabolo-ventilatorias. Na mesma linha de raciocicio, o
terceiro estudo também nos permite afirmar que o fendétipo metabolicamente néo-

saudavel parece nao ter influéncia na fungcdo muscular e capacidade aerobia, mas
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associagfes encontradas indicam que a manutencao ou piora do quadro inflamatério
sistémico e da desregulacdo da homeostase metabdlica, incluindo o desbalan¢o na
secrecdo de biomarcadores da obesidade, cursam com reducdo da massa e funcéo
musculares, além da capacidade aerobia.

Nossos achados sugerem ainda que a inibicAo da Miostatina pode ser
considerada uma terapia promissora para impedir ou revertar o desenvolvimento do
fendtipo ndo saudavel em individuos obesos, porém futuras investigacoes merecem
contemplar os potenciais efeitos adversos nao tradicionais desta terapia em outros
orgaos e sistemas assim como verificar o custo-beneficio da implementacéo de tal
terapia para a prevencao de disturbios metabolicos na obesidade

Finalmente, seria interessante a investigacdo de outros potenciais fatores que
sabidamente influenciam as variaveis-desfecho de nosso estudo, tais como a funcéo
endotelial; estresse oxidativo; composicéo, tipagem e distribuicdo de fibras
musculares; arquitetura muscular; infiltracdo de tecido adiposo muscular por
tomografia computadorizada e/ou ressonancia magnética; entre outros. Ademais, é
de fundamental importancia que outros estudos investiguem os beneficios da terapia
de inibicdo de miostatina, em longo prazo, nos desfechos clinicos abordados neste
estudo.

Novas pesquisas também se fazem necessérias para verificar se os achados
de nossos estudos séo validos para a populacdo idosa e/ou fisicamente ativa. Além
disso, seria altamente relevante e desejavel que ensaios futuros investiguem tais
associacbes em resposta a treinamentos aerdbios e resistidos especialmente
delineados para a populacdo obesa e, sobretudo, naqueles com distlrbios

metabodlicos associados.
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ANEXO |

Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da UFSCar

UNIVERSIDADE FEDERAL DE % Plataformo
SAO CARLOS/UFSCAR asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titule da Pesquisa: Relacionamento entre estrutura e fungdo muscular periférica na capacidade de
exercicio fisico em obesos

Pesquisador: Livia Pinheiro Carvalho

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 16737613.9.0000.5504

Instituigdo Proponente: Departamento de Fisioterapia

Patrocinador Principal: Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico & Tecnologico ((CNPg))

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 326 607
Data da Relatoria: 13/08/2013

Apresentagio do Projeto:

Trata-de de um projeto de mestrado gue envolve a participag8o de 28 mulheres e 28 homens chesos & ndo
obesos gue serfo submetides a procedimentos e avaliagdes com o intuito de observar a influencia da
obesidade na forga muscular e capacidade funcional de mdsculos do membro inferior, visando a promogdo

de programas de atividades fisicas e de reabilitagdo mais adequados para esta populagéo.

DETALHAR NOTIFICA

— DADOS DA VERSAO DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Relacicnamento entre estrutura e funcdo muscular periférica na capacidade de exercicio fisico em cbesos
Pesquisador Responsavel: Livia Pinheiro Carvalhe

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 16737613.9.0000.5504

Submetido em: 12/06/2013

Insmulgao Proponente: Departamento de Fisioterapia

Situagdo da Versdo do Prc]elo Aprovado

Localizagdo atual da Versdo do Projeto: Pesquisador Responsavel

Patrocinador Principal: CONS NAC DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E TECNOLOGICO

Comprovante de Recepgdo: m PB_COMPROVANTE_RECEPCADQ_167376

— DADOS DA NOTIFPCA(,‘&O

Tipo de Notificagdo: Outros

Detalhe: Projeto de Doutorade Direto - FAPESP

Justificativa: Soficito reavaliacdo do projeto previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com seres humanes, pois o mesmo foi enviado a FAPESP para solicitacdo de
bolsa e aprovado em Dezembro de 2013, Neste, houve a inclusio de algumas av aliagtes e analises em especial a analise de perfi lipidico e marcadores inflamatorios (vide projeto
para especificages de procedimentos).

Data do Envio: 11/03/2014

Situagdo da Notificagdo: Nofificacdo aceita
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ANEXO 11l

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Consentimento de participacdo no trabalho: Relacionamento entre estrutura e funcdo muscular
periférica, inflamacao sistémica e regulacéo autonémica em adultos obesos.

Responséveis:
Profa. Dra. Audrey Borghi e Silva — Departamento de Fisioterapia - UFSCar
Ft. Livia Pinheiro Carvalho — Programa de P6s-graduagdo em Fisioterapia — UFSCar

Eu, , RG N&° e CPF

, declaro estar ciente das condi¢fes sob as quais me submeterei ao trabalho acima

citado, proposto pela Prof?. Dra. Audrey Borghi e Silva. O trabalho tem como objetivo principal verificar
a existéncia de associacao entre varidveis obtidas por testes de avaliacdo funcional e muscular de forma
ndo invasiva e coleta sanguinea venosa de forma invasiva por profissional qualificado e delegado para tal
funcdo em um Laboratorio de Analises Clinicas na cidade de Sao Carlos.

Inicialmente serei submetido a uma avaliacdo fisica, um teste cardiopulmonar maximo em esteira
ergométrica, sob supervisdao médica e fisioterapéutica e entrevista e, caso selecionado, realizarei uma
avaliacdo de constituicdo fisica por bioimpedancia elétrica, uma avaliacdo de forca muscular em
equipamento apropriado para este fim e testes funcionais em campo (testes de caminhada e subida e
descida de degraus), sob supervisao dos profissionais responsaveis pelo estudo.

Estou ciente de que minha participacdo no presente estudo envolve minimo risco, uma vez que 0s
testes sdo de facil execucgdo e possuem alta aplicabilidade clinica, sendo amplamente utilizados, além de
serem acompanhados pelos profissionais responsaveis integralmente. Adicionalmente, as devidas medidas
de seguranca serdo tomadas. Os testes propostos consistem em modalidades de caminhada em terreno
plano, subida de degrau unico de até 20 cm de altura e caminhada em esteira ergomeétrica com todos 0s
aparatos de seguranca necessarios para a execucdo dos mesmos e avaliacdo de forca muscular em
equipamento bastante seguro (dinamdmetro isocinético), sendo que o mesmo também possui dispositivo
de seguranca para interrupcdo do teste quando necessario e solicitado a qualquer instante. No inicio,
durante e apds os testes serdo monitorizadas variaveis fisioldgicas, de modo que serd medida minha
pressdo arterial, frequéncia cardiaca e questionada minha percepcdo subjetiva ao esforco e qualquer

alteracdo serei avisado pelo fisioterapeuta e o teste serd interrompido imediatamente. Além disso, durante
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0 teste sera analisado o comportamento do meu coragdo, pelo uso de um equipamento semelhante a um
relégio, sem a utilizacdo de drogas medicamentosas ou de procedimentos invasivos. Serei orientado(a) a
comunicar os avaliadores sobre eventuais sintomas, tais como tontura, turvacdo visual, nduseas, dor,
cansaco e fadiga, que eu possa vir a apresentar para que providéncias adequadas sejam tomadas.

No teste cardiopulmonar maximo, realizado previamente aos demais testes e acompanhado pelo
profissional médico, serd& monitorizado o comportamento eletrocardiografico com relacdo a possiveis
alteracdes isquémicas e a existéncia bem como quantidade, se houver, dos seguintes tipos de arritmias:
extra-sistole isolada, ventricular unifocal ou multifocal, bloqueio divisional, fibrilacdo atrial, bloqueio
completo de ramo direito, pausa sinusal e taquicardia ventricular ndo sustentada antes, durante e apds o
teste.

Na ocasido de ocorrerem riscos de qualquer natureza, quais sejam, quedas e/ou demais acidentes,
lesGes osteomioarticulares, mal-estar e/ou instabilidade hemodindmica, os proprios pesquisadores se
responsabilizam pelas condutas de primeiros socorros, bem como encaminhamento médico quando
necessario e/ou qualquer tipo de avaliacao fisioterapéutica como resultado de dano fisico.

Ressalta-se que somente farei parte do trabalho se estiver de acordo com critérios estabelecidos para
um grupo de individuos cujas caracteristicas serdo determinadas por meio de uma avaliacdo detalhada,
sendo selecionado(a) apenas se estiver em condicdo clinicamente estavel.

Além disso, sei que minha participacdo nesse estudo é estritamente voluntéria e, portanto, ndo
receberei qualquer forma de remuneragédo pela minha participagdo no experimento, podendo desistir de
participar da pesquisa a qualquer momento sem dano ou prejuizo. Por fim, sei que os dados obtidos desse
trabalho serdo mantidos em sigilo e ndo poderdo ser consultados por outras pessoas sem minha autorizacao
por escrito, a0 menos para fins cientificos, resguardando, portanto, minha privacidade.

Eu li e entendi todas as informacdes contidas neste documento, assim como as da Resolugéo 196/96

do Conselho Nacional de Saude.

Sao Carlos, de de 2014.

Assinatura do VVoluntario
Responsaveis:

Profa. Dra. Audrey Borghi e Silva Ft. Livia Pinheiro Carvalho



