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RESUMO

Treinamento fisico € considerado um dos principais instrumentos para
promover um estilo de vidasaudavel. No entanto,os efeitos do
treinamento resistido sobre as vias metabdlicas, especialmente o metabolismo
lipidico intravascular &€ em grande parte inexplorada e merece uma
investigagdo mais aprofundada. No presente estudo nés avaliamos os efeitos
do treinamento resistido sobre o metabolismo de uma nanoemulséo artificial
lipidica e na transferéncia de lipides para HDL, uma importante etapa do
metabolismo da HDL. A cinética plasmatica da nanoemulsao artificial lipidica foi
estudada em 15 homens saudaveis com treinamento resistido regular de 1-4
anos (idade = 25 £ 5 anos, VOmax = 50 = 6 mL/kg/min) e em 15 homens
saudaveis sedentarios (28 + 7 anos, VO.max = 35 = 9 mlL/kg/min). A
nanoemulséo artificial lipidica marcada com éster de colesterol-'*C e colesterol
livre-H foi injetada por via intravenosa, as amostras de plasma foram coletadas
por 24 h para determinar curvas de cinéticas e a taxa fracional de remocgéao
(TFR). Transferéncia de lipides para HDL foi determinada in vitro pela
incubacdo de amostras de plasma com nanoemulsdes (doadores de lipides)
marcada com o is6topo radioativo colesterol livre, éster de colesterol,
triglicérides e fosfolipides. Tamanho da HDL, atividade da paraoxonase 1 e os
niveis de LDL oxidada também foram determinadas. Os dois grupos
apresentaram LDL-colesterol, HDL-colesterol e triglicérides semelhantes, mas
a LDL oxidada foi menor no grupo treinamento resistido (30 £ 9 vs 61 £ 19 U/L,
p = 0,0005). No treinamento resistido, a nanoemulsdo éster de colesterol-'*C
foi removida duas vezes mais rapido do que em individuos sedentarios (TFR:
0,068 + 0,023 vs 0,037 + 0,028, p = 0,002), bem como o colesterol livre-*H
(0,041 = 0,025 vs 0,022 = 0,023, p = 0,04). Embora ambos os componentes da
nanoemulsdo tenham sido removidos na mesma proporcdo em individuos
sedentarios, no grupo treinamento resistido o colesterol livre-*H foi removido
mais lento do que o éster de colesterol-'*C (p = 0,005). Tamanho da HDL,
paraoxonase 1 e as taxas de transferéncia de HDL dos quatro lipidios foram as
mesmas em ambos 0s grupos. Portanto, concluimos que o treinamento
resistido acelera a remocdo da nanoemulsdo artificial lipidica, o que
provavelmente explica a reducdo dos niveis de LDL oxidada no grupo
treinamento resistido. O treinamento resistido também alterou o equilibrio da
TFR do colesterol livre e esterificado. No entanto, o treinamento resistido nao
teve efeito nos parametros relacionados ao metabolismo da HDL.



Effects of resistance exercise on the low density lipoprotein (LDL) and
high density lipoprotein (HDL) metabolism: utilizing an LDL-
like nanoemulsion

ABSTRACT

Exercise training is considered one of the main instruments to promote a
healthy lifestyle. However, effects resistance training on the metabolic
pathways, specially the intravascular lipid metabolism is largely unexplored and
deserves further investigation. In this study we evaluated the effects of
resistance training on the metabolism of an LDL-like nanoemulsion and on lipid
transfer to HDL, an important step of HDL metabolism. LDL-like nanoemulsion
plasma kinetics was studied in 15 healthy men under regular resistance training
for 1-4 years (age = 25 £ 5 years, VOzpeak = 50 £ 6 mL/kg/min) and in 15
healthy sedentary men (28 + 7 years, VOspeak = 35 + 9 mL/kg/min). LDL-like
nanoemulsion labeled with 'C-cholesteryl ester and *H-free cholesterol was
injected intravenously, plasma samples were collected over 24 h to determine
kinetics curves and fractional clearance rates (FCR). Lipid transfer to HDL was
determined in vitro by incubating of plasma samples with nanoemulsions (lipid
donors) labeled with radioactive free cholesterol, cholesteryl ester, triglycerides
and phospholipids. HDL size, paraoxonase 1 activity and oxidized LDL levels
were also determined. The two groups showed similar LDL and HDL-cholesterol
and trlglycerldes but oxidized LDL was lower in resistance training group (30 *
9 vs 61 + 19 U/L, p = 0.0005). In resistance training, the nanoemulsion "C-
cholesteryl ester was removed twice as fast than in sedentar%/ individuals (FCR:
0.068 = 0.023 vs 0.037 + 0.028, p = 0.002), as well as “H-free cholesterol
(0.041 £ 0.025 vs 0.022 £ 0.023, p = 0.04). While both nanoemulsion labels
were removed at the same rate in sedentary individuals, in resistance training
group °H-free cholesterol was removed slower than 'C-cholesteryl ester (p =
0.005). HDL size, paraoxonase 1 and the transfer rates to HDL of the four lipids
were the same in both groups. Therefore, we conclude that the resistance
training accelerated the clearance of LDL-like nanoemulsion, which probably
accounts for the oxidized LDL levels reduction in resistance training group.
Resistance training also changed the balance of free and esterified cholesterol
FCR’s. However, RT had no effect on HDL metabolism related parameters.
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1. INTRODUCAO

1.1 Treinamento Resistido

O treinamento resistido (TR) € definido como exercicio fisico que atua
diretamente na regido muscular ou que realiza movimento contra uma forca
aplicada ou um peso (Chodzko-Zajko et al., 2009). O TR também é conhecido
como musculacdo, treinamento de forgca, treinamento com pesos ou
treinamento com cargas. Tornou-se uma das formas mais conhecidas de
exercicio, tanto para o condicionamento de atletas, como para melhorar a
forma fisica de nado atletas (Rataness et al., 2009).

O TR comegou a ser recomendado para fins de reabilitacdo e
desempenho atlético a partir da década de 50, porém sofreu importantes
atualizac6es a partir de 1995, quando o Colégio Americano de Medicina
Esportiva (ACSM), a Associacdo Americana do Coragcao (AHA) e a Associacao
Americana de Reabilitagdo Cardiovascular e Pulmonar (AACVPR), comecaram
publicar trabalhos cientificos ressaltando os beneficios do TR especifico para
individuos idosos e pacientes com doencas cardiovasculares. A partir dai,
varios pesquisadores comecgaram a estudar os efeitos do TR relacionando com
diversos fatores, como hipertrofia muscular, forca, resisténcia, gastos
energéticos antes, durante e depois do exercicio, massa magra, peso corporal,
gordura corporal e, principalmente, doencas cardiovasculares. Com essas
pesquisas comegaram a serem quebrados alguns “tabus” quanto ao TR,
mostrando todos os seus beneficios para melhorar a qualidade de vida, seja de

uma crianca, adolescente, adulto de meia idade e principalmente da populacao
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idosa, sem discriminacdo de sexo masculino ou feminino (Rataness et al.,

2009; Chodzko-Zajko et al., 2009; Haskell et al., 2007).

Os principais beneficios do treinamento resistido sdo forca muscular,

poténcia, hipertrofia e resisténcia muscular localizada. Além disso, est4d bem

estabelecido que esse treinamento estimule favoravelmente algumas variaveis

de aptiddo como velocidade e agilidade, coordenacao, equilibrio e flexibilidade

(Rataness et al., 2009).

Para entender melhor o treinamento resistido, alguns termos foram

definidos da seguinte forma (Fleck e Kraemer, 1999):

Repeticdo: Uma repeticdo € um movimento completo de um exercicio.
Normalmente consiste de duas fases: a acdo concéntrica do musculo, ou
levantamento de carga, e a acdo excéntrica do masculo, ou o retorno da
carga a posicao inicial.

Série: E um conjunto de repeticdes desenvolvidas de forma continua,
sem interrupcdes. Embora uma série possa ser completada por qualquer
namero de repeticdes, as séries em geral sdo de uma a quinze
repeticoes.

Repeticdo Maxima (RM): E um nimero maximo de repeticdes por série
gue se pode executar com uma determinada carga, usando-se a técnica
correta. Assim, uma série com uma dada RM significa que € executada
até a fadiga voluntaria momentanea. 1 RM € a carga mais pesada que
possa ser usada para uma repeticdo completa de um exercicio. 10 RM &
uma carga mais leve que permite a concluséo de 10 repeticbes, mas nao

de 11 repeticbes com a técnica correta do exercicio.
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Todas as adaptacfes ao treinamento sdo especificas para o estimulo
aplicado. As adaptacdes fisiologicas ao treinamento resistido sdo determinadas
por varios fatores, incluindo acdo muscular (Rataness et al., 2009; Dudley et
al., 1991), grupos musculares envolvidos (Rataness et al., 2009; Kraemer et al.,
2004), velocidade e amplitude de execucdo do movimento (Rataness et al.,
2009; Cobum et al., 2006; Knapik et al., 1983), intensidade e volume do
treinamento (Rataness et al., 2009; Rhea et al.,, 2003) e fonte energética
envolvida (Rataness et al., 2009; Tesch et al., 1989).

A fim de estimular a melhor adaptacdo para objetivos especificos do
treinamento resistido, ACMS e AHA determinaram algumas diretrizes basicas
para o treinamento resistido (Rataness et al., 2009; Chodzko-Zajko et al., 2009;
Haskell et al., 2007), como descrito a seguir.

Os praticantes de treinamento resistido podem ser divididos em trés
grupos, de acordo com o tempo de pratica: iniciantes, com menos do que seis
meses de treinamento; intermediarios, entre seis meses e um ano de
treinamento; avancados, individuos com mais de um ano de treinamento
(Rataness et al., 2009).

O treinamento resistido pode ser aplicado em maquinas, pesos livres e
peso do préprio corpo, para individuos iniciantes e intermediarios (Rataness et
al., 2009; Staron et al., 1994). Para individuos avancados, apesar de se
recomendar principalmente o treino com pesos livres, 0s exercicios em
maquinas podem ser complementares as necessidades do programa de treino
(Rataness et al., 2009; Staron et al., 1994).

O treinamento resistido depende principalmente da condicdo inicial do

individuo, no entanto, outros fatores sdo importantes na adequacdo do
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treinamento, tais como intensidade, nimero de repeticbes, velocidade do
movimento, periodo de descanso e volume de treino. Para obter um melhor
resultado do treinamento resistido a intensidade do exercicio, ou seja, carga
absoluta ou carga relativa para um determinado movimento pode ser
aumentada, de acordo com o individuo; o total de repeticbes pode ser
aumentado, de acordo com a intensidade; a velocidade do movimento nas
repeticbes com cargas submaximas pode ser alterada com os objetivos do
treinamento; o periodo de descanso entre as séries pode ser encurtado para
melhoria de resisténcia muscular ou prolongado para treinamento de forca e
potencia; e o volume de treino (trabalho total representado como o produto do
namero total de séries e repeticbes realizadas) pode ser aumentado
gradualmente (Rataness et al., 2009). Esses estimulos musculares dependem
das estratégias de treinamento aplicadas. A variacdo ou periodizacdo implica
em um processo sistematico de alterar uma ou mais variaveis do programa de
treinamento ao longo do tempo, permitindo um estimulo continuo e eficacia do
treinamento. Isso é necessario ja que o corpo humano se adaptar rapidamente
a um programa de treinamento resistido. (Rataness et al., 2009).

Os principais métodos de treinamento sdo: periodizacéo classica, que &
caracterizada pelo elevado volume e baixa intensidade inicial de treinamento;
conforme o treinamento progride, o volume é diminuido e a intensidade é
aumentada gradativamente; periodizacdo linear inversa se inicia em alta
intensidade com baixo volume de treinamento, sendo, entdo, o inverso do
modelo classico; e periodizagcdo ondulatéria, que permite variagbes na
intensidade e no volume de treinamento dentro de um ciclo, aplicando

protocolos diferentes para treinar diversos componentes do desempenho
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neuromuscular (por exemplo, forca, poténcia, resisténcia muscular localizada)
(Rataness et al., 2009).

A sequéncia dos exercicios resistidos pode ser realizada de diversas
formas: um treino para todo o corpo (todos os grupos musculares treinados no
mesmo dia); divididos por regido superior e inferior do corpo (musculatura do
corpo superior treinada em um dia e musculatura inferior treinada em outro
dia); e dividido por grupo muscular (apenas grupos musculares especificos por
treino) (Rataness et al., 2009; Siméao et al., 2007).

Para melhorar a qualidade e aprimoramento dos exercicios resistidos €
recomendado primeiro executar exercicios para os grandes grupos musculares
e depois 0s pequenos grupos musculares, exercicios multi-articulares antes
dos exercicios uni articulares, exercicios com intensidade mais elevada antes
dos exercicios da intensidade mais baixa, a alternancia dos membros
superiores e inferiores do corpo ou exercicios agonista e antagonista, ou seja,
0 exercicio realizado por um grupo muscular, seguido de outro exercicio para o
grupo muscular oposto (Rataness et al., 2009; Siméo et al., 2007).

O volume de treinamento é a soma do numero total de repeticdes
realizadas durante uma sessao de treinamento, multiplicado pela resisténcia
utilizada (kg) e é um reflexo da duragdo com que os musculos estdo sendo
estressados (Tran et al., 2006). Enquanto que, para individuos iniciantes,
recomenda-se 1 a 3 séries de exercicios (Rataness et al., 2009; Peterson et al.,
2005) em 2-3 dias por semana (Rataness 2009; Rhea et al., 2003), para
individuos intermediarios e avancados, estudos indicam que multiplas séries
podem ser utilizadas com sistematica variacdo de volume e intensidade

(Rataness et al., 2009; Kemmler et al., 2004), sendo, para individuos
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intermediarios, 3-4 dias por semana, dependendo da divisdo dos grupos
musculares e para individuos avancados, 4-6 dias por semana. Os
levantadores de peso e fisiculturistas profissionais podem se beneficiar da
frequéncia muito alta de treino, por exemplo, dois treinos em um dia e 4-5 dias
por semana, (Rataness et al., 2009; Rhea et al., 2003).

Para os individuos iniciantes e intermediarios, o treinamento resistido
deve ser com cargas correspondentes a 60-70% entre 8-12 repeti¢cOes de 1
RM, j& para os individuos avancados, com cargas correspondentes a 80-100%
entre 1-12 repeticdes de 1 RM de forca muscular maxima (Rataness et al.,
2009; Campos et al., 2002). Além disso, quando o individuo treinar em uma
carga especifica de RM, recomenda-se que seja aplicado um aumento de 2-
10% na carga quando o individuo puder executar uma a duas repeticbes a
mais ao numero estabelecido (Rataness et al., 2009; Feigenbaum et al., 1999).
Para um treinamento resistido ser considerado ideal, ele deve ter acobes
musculares concéntricas (encurtamento muscular), excéntricas (estiramento
muscular) e isométricas ou estaticas (nenhuma mudanca na amplitude
articular) para qualquer um dos tipos de praticantes, iniciantes, intermediario ou
avancado (Rataness et al., 2009; Farthing e Chilibeck, 2003; Jackson et al.,
1985; Dudley et al., 1991).

O tempo de descanso entre as séries e a velocidade de execucédo do
movimento também tem importancia para o resultado do treinamento resistido.
Recomenda-se entre 2 e 3 minutos de descanso entre as séries em exercicios
com os grandes grupos musculares e cargas elevadas, enquanto que para
exercicios complementares descanso de 1 a 2 minutos pode ser suficiente

(Rataness et al., 2009; Willardson e Burkett, 2005). Quanto a velocidade, esta
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deve corresponder a intensidade, com o objetivo de maximizar a agdo muscular
concéntrica (Rataness et al., 2009; Jones et al., 1999). Para individuos
iniciantes, recomenda-se que a velocidade de execugdo dos exercicios
resistidos seja lenta e moderada, para os intermediérios, a velocidade deve ser
moderada e para os avancados, a velocidade podera ser lenta e rapida.

Varios estudos foram realizados a fim de identificar qual o melhor
protocolo para aumentar a for¢ca e o volume muscular, porém, os resultados
sdo controversos. Uma pesquisa realizada com 85 mulheres mostrou um
aumento significativo na massa muscular ap0s programa de treinamento
resistido periodizado, o que demonstra que o treinamento da regido superior do
corpo néo influencia na regido inferior, sugerindo um treinamento globalizado
do corpo para se obtiver melhores resultados (Kraemer et al., 2004).

Segundo Takarada e colaboradores (2002), ganho de for¢ca e aumento
da massa muscular também ocorrem em treinamento resistido com baixa
intensidade (50% de 1RM) e combinados com oclusdo vascular. Os
mecanismos responsaveis para este ganho de massa e forgca muscular séo
descritos no estudo de Moore e colaboradores (2004), que mostraram o
treinamento resistido de baixa intensidade, em combinacdo com a ocluséo
vascular, por 8 semanas, produz um estimulo adequado para um ganho de
forca muscular, em homens sedentarios. Fry (2004), analisando dados de
inumeros estudos de treinamento resistido que monitoraram a porcentagem do
tipo da fibra, areas de seccao transversal da fibra, porcentagem das areas de
seccdo transversal e o filamento da miosina, concluiu que o papel da
intensidade relativa (% 1RM) do treinamento resistido por meio das adaptacdes

na fibra muscular parece ser um fator importante no aumento de massa
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muscular. Enquanto competidores de levantamento de peso que utilizam
tipicamente as cargas mais pesadas (igual ou maior que 90% 1RM) exibem
hipertrofia preferencial das fibras do tipo I, os halterofilistas exibem hipertrofia
igualmente das fibras do tipo | e do tipo Il (Farthing e Chilibeck, 2003). Estes
dados sugerem que a hipertrofia méxima ocorre com cargas de 80-95% 1RM e
que os efeitos do treinamento resistido isocinético excéntrico com velocidade
rapida (180° por segundo) sdo mais eficazes para hipertrofia muscular e
ganhos de forga (Farthing e Chilibeck, 2003).

De acordo com as diretrizes basicas do ACSM, as principais
caracteristicas do treinamento resistido foram reportadas em niveis de
evidéncias cientificas seguindo a classificacdo do National Institutes of Health
and National Heart, Lung, and Blood Institute (NIH Publication1998) e Agency
for Health Care Research and Quality (AHRQ) especialmente nos casos onde a
evidéncia é extraida de uma variedade de metodologias (West et al.,2002),
como mostrado abaixo.

Os ganhos de forca, poténcia e hipertrofia do musculo esquelético tem
sido mostrado em estudos controlados e randomizados (Chodzko-Zajko et al.,
2009; Rataness et al., 2009). A melhora na resisténcia muscular localizada tem
sido relatada com protocolos de treinamento resistido de moderada a alta
intensidade, enquanto que treinamento resistido de baixa intensidade n&o
melhora a resisténcia muscular localizada (Chodzko-Zajko et al., 2009). O
treinamento resistido também esta relacionado com mudancgas favoraveis na
composic¢ao corporal, incluindo o aumento da massa magra e diminuicdo da
massa gorda (Chodzko-Zajko et al., 2009). Além disso, ja foi demonstrado que

o treinamento resistido de alta intensidade preserva e melhora a densidade
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mineral éssea de individuo sedentario, com relacdo direta entre adaptacdo
muscular e 6ssea (Chodzko-Zajko et al.,, 2009). Do mesmo modo, alguns
estudos em série ou estudos de caso mostram que o0 treinamento resistido
associado a exercicios de equilibrio tem se mostrado eficaz na reducdo do
risco de quedas, principalmente em populagbes com alto risco de quedas
(Chodzko-Zajko et al., 2009).

Poucos estudos controlados tém avaliado o efeito do treinamento
resistido sobre a flexibilidade no aumento da amplitude do movimento. Os
especialistas entraram num consenso de que a flexibilidade pode ser
aumentada com exercicios realizados em grandes articulagbes e grupos
musculares que priorizam o aumento da amplitude de movimento (Chodzko-
Zajko et al., 2009). O efeito do exercicio fisico nas atividades da vida diarias &
também pouco compreendido e nao parece ser uniforme. O treinamento
resistido tem mostrado um impacto favoravel em caminhadas, elevacdo do
corpo e atividades de equilibrio, mas sdo necessarios mais estudos para
entender a natureza exata da relagcdo entre treinamento resistido e
desempenho funcional (Chodzko-Zajko et al., 2009)

Evidéncias do efeito do treinamento resistido nas variaveis metabolicas e
endocrinas sdo mistos. No entanto, had algumas evidéncias de que o
treinamento resistido pode alterar a fonte energética preferida em condicdes de
repouso, mas nado ha estudos consistentes a respeito dos efeitos do
treinamento resistido na taxa metabolica basal. O efeito do treinamento
resistido em diferentes horménios tem sido cada vez mais estudado nos
altimos anos, porém, a natureza exata dessa relacdo ainda ndo esta bem

estabelecida (Chodzko-Zajko et al., 2009).
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Para individuos acima de 65 anos ou individuos de 50-64 anos com
doencas crbnicas, sdo recomendados segundo o ACSM e o AHA 8 a 10
exercicios resistidos, 10-15 repeticdes para cada exercicio, 2 a 3 vezes por

semana (Chodzko-Zajko et al., 2009; Haskell et al., 2007).

1.2 Beneficios Cardiovasculares do Treinamento Resistido

O TR produz efeitos benéficos na funcdo cardiovascular (Rataness et al.,
2009; Chodzko-Zajko et al., 2009; Fleck, 1988), reduz os fatores de risco para
doencas coronarias e para o diabetes mellitus do tipo Il (Williams et al., 2011),
previne osteoporose, diminui o risco de cancer do colon, promove a perda e a
manutencdo do peso corporal, melhora a estabilidade dinamica e preserva a
capacidade funcional geral, além de estimular o bem estar psicolégico
(Rataness et al., 2009).

Embora as adaptacdes crbnicas e respostas agudas condicionadas da
frequéncia cardiaca ocorram com a pratica regular do TR, os efeitos com o
treinamento aerdbio sdo mais acentuados (Sale et al, 1993). Os valores
maximos de frequéncia cardiaca ocorrem, normalmente, durante as ultimas
repeticobes de uma série até a falha concéntrica voluntaria do exercicio
resistido, sendo mais elevados durante séries com cargas submaximas até a
fadiga, do que com cargas de forca méaxima (Fleck, 1988; Sale et al., 1993).
Para melhor determinar a solicitacdo cardiovascular imposta por um exercicio
resistido, € preciso levar em conta ndo apenas a quantidade de repeticbes ou
intervalos de recuperacdo, mas, igualmente, o niumero de séries realizadas

(Fleck, 1988; Sale et al., 1993).
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Durante o TR, as respostas cardiovasculares na pressao arterial
aparecem devido a uma combinagdo de fatores que ocorrem durante o
exercicio fisico, refletindo numa combinagédo de volume e carga de pressao no
miocardio e no sistema vascular. A severidade da carga de pressdo depende
de alguns fatores: magnitude da resisténcia (porcentagem de 1RM); tamanho
da massa muscular trabalhada; e duragdo da contracdo muscular em relacéo
ao periodo de descanso entre as séries (Braith e Beck, 2008). Resultados de
estudos mostram que quando o TR é progressivo e regular, uma reducdo na
pressdo sanguinea sistdlica e diastdlica no descanso é observada (Bjarnason-
Wehrens et al., 2004). O TR em homens jovens ndo prejudica a vasodilatacéo
endotelial-dependente na artéria braquial (Rakobowchuk et al., 2005). Além
disso, estudos demonstram que o TR pode estar associado com hipertrofia da
parede ventricular, no entanto, sdo adaptacbes normais induzidas pela
sobrecarga da presséao sistémica pelo TR (MacDougall et al., 1985).

Os beneficios do TR para pacientes com insuficiéncia cardiaca cronica
(ICC) sobre uso de beta-bloqueadores inclui um aumento na forga muscular e
capacidade funcional melhorada, bem como, uma melhoria na qualidade de
vida, sendo o principal objetivo de programas de reabilitacdo cardiaca
(Levinger et al., 2005). As taxas de producéo de adenosina trifostato (ATP)
mitocondrial podem ser alteradas favoravelmente pelo fortalecimento muscular
em pacientes com ICC (Williams et al., 2007). Jankowska e colaboradores
(2007) realizaram um programa de TR em pacientes com ICC e observaram
melhora significativa na forca muscular, massa muscular, capacidade funcional,
melhora no estado clinico e na qualidade de vida. No entanto, sugere-se que a

intensidade do TR deve sempre ser personalizada para cada paciente com ICC
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(Jonsddttir et al., 2006), para que ocorra melhora na capacidade funcional
relacionada a fatores periféricos, em vez de acao na regiao central, pois, o0 TR
sem supervisdo, ndo mostrou melhora nos aspectos fisiolégicos, apenas uma
diminuicao nas taxas de reinternacéo (Dracup et al., 2007).

Segundo Rogato e colaboradores (2002), o esquema de TR de alta
intensidade tem a capacidade de alterar as subpopulacdes de leucdcitos
circulantes favorecendo a resposta imunoldgica. Suetta e colaboradores (2002)
mostraram que o TR pos-operatorio aumenta efetivamente a forca muscular
maxima, a massa muscular e a acado muscular, mais do que um regime de
reabilitacdo padrdo em pacientes idosos, além disso, diminui o tempo de
hospitalizagdo. Em adicdo, individuos poés-infarto podem melhorar seu
desempenho muscular, forga, poténcia, resisténcia e volume muscular com o
TR (Lee et al., 2010). Kalapotharakos e colaboradores (2004) investigaram os
efeitos de um programa de TR por 12 semanas em 33 idosos (60 - 74 anos) e
concluiram que a forca e a massa muscular podem ser melhoradas em
pessoas idosas por meio de TR com intensidades altas e moderadas,
entretanto, o TR de alta intensidade pode conduzir a ganhos maiores de forca e
hipertrofia. Narici e colaboradores (2004) relatam também a melhoria na
adaptacdo neuromuscular e Liu-Ambrose e colaboradores (2005) a melhoria da
dor no musculo esquelético apos um programa de TR.

O treinamento fisico estimula o aumento do “turnover” proteico, ou seja,
tanto a sintese quanto a degradacdo de proteinas sdo aumentadas apds o
exercicio fisico. Esse aumento costuma permanecer por aproximadamente 48
horas, e nesse periodo a sintese vai gradativamente superando a degradacao

(Rataness et al.,, 2009; Houston, 1999). Viru (1994) sugere que o tipo de
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estimulo (treinamento) resulta na producdo de metabdlitos e hormdnios que
atuam na selecdo das proteinas solicitadas naquele momento, devido o tipo de
treinamento. No caso da hipertrofia, as proteinas sinalizadas que se
manifestam, seriam integrantes, apds desencadeariam uma série de reacdes
gue culminariam com a hipertrofia muscular (Carlson e Wei, 2000; Schott et al.,
1995). A partir dai, as micros rupturas causadas pelo TR na fibra muscular
seriam reconstituidas a partir das “células satélites”, pequenas células
mononucleadas e nao especializadas que possuem potencial miogénico e
estdo envolvidas no crescimento e regeneracdo do musculo esquelético
(Rataness et al., 2009; Carlson e Faulkner, 1983; Kadi et al., 1999). O aumento
da sintese de proteinas contrateis estimulados pelo TR promove o aumento do
tamanho e do numero de miofibrilas por fibra muscular (Rataness et al., 2009;
MacDougall, 1992).

Essa adaptacdo da hipertrofia miofibrilar gerada por meio de uma
sobrecarga tensional relaciona-se com o alto grau de tensdo imposto ao
musculo, gracas ao peso elevado a ser vencido. Pode-se, considerar o
aumento da vascularizacdo, o0 aumento de substratos energéticos localizados
no sarcoplasma (glicogénio e fosfocreatina) e a super-hidratacdo, ocasionados
em virtude do tempo prolongado de contragdo muscular (Fleck e Kraemer,
1997; Santarem, 1997). Com o mecanismo de hipertrofia o tecido conjuntivo
também aumenta (MacDougall, 1992) e segundo Goldspink, (1992), o tecido
conjuntivo parece adaptar-se mais rapidamente que o tecido contratil.

Uma meta-analise avaliou 81 estudos em coorte, com 1328 individuos e
0s autores observaram uma forte associacao entre TR e o aumento da massa

magra em individuos acima de 50 anos, revelando que 20 semanas de TR sao
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suficientes para aumentar 1 kg de massa magra em homens e mulheres
(Peterson e Gordon, 2011).

O TR tem efeitos positivos semelhantes aos do treinamento aerdbio no
metabolismo de lipides plasmaticos (Ghahramanloo et al., 2009). No entanto, o
namero de estudos do metabolismo de lipides com o exercicio aerébio é

infinitamente maior.

1.3 Metabolismo de Lipides Plasméticos

Os lipides séo definidos quimicamente como ésteres de &cidos graxos,
caracterizam-se por serem insolliveis em meio aquosos e soluveis em
solventes organicos apolares (Ferrura et al., 1999).

Por serem hidrofobicos, os lipides sdo transportados na circulacéo,
incorporados as lipoproteinas, estrutura composta por um nucleo hidrofébico de
triglicérides e éster de colesterol envolvido por uma capa hidrofilica de
colesterol livre, fosfolipides e proteina, chamada apolipoproteina (apo) (Garret
e Grisham, 1995; Ferrura et al., 1999).

Existem cinco classes principais de lipoproteinas plasmaticas: (1)
quilomicrons, (2) lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL), que contém
altas concentracgdes de triglicérides e concentracbes moderadas de colesterol e
fosfolipides; (3) lipoproteinas de densidade intermediaria (IDL), que s&o
lipoproteinas de densidade muito baixa das quais foi removida grande parte
dos triglicérides, de modo que a concentracdes de colesterol e fosfolipides
estdo aumentadas; (4) lipoproteinas de densidade baixa (LDL), que sao

lipoproteinas de densidade intermediaria, a partir das quais todos os
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triglicérides foram removidos deixando concentracdes especialmente elevadas
de colesterol e concentracdo moderadamente alta de fosfolipides; e (5)
lipoproteinas de alta densidade (HDL), que contém concentragdo muita elevada
de proteinas, de cerca de 50%, porém com concentracfes elevadas de
fosfolipides (SPOSITO et al., 2007).

As lipoproteinas diferem no contetdo de lipides no centro, onde estédo
presentes éster de colesterol e triglicérides e na superficie, onde estdo
fosfolipides e colesterol livre. As proteinas presentes sao importantes
moduladoras da funcdo da lipoproteina porque agem como ligantes aos
receptores podendo ativar ou inibir enzimas participantes do metabolismo das
lipoproteinas. A apolipoproteina (apo) A-1 e apo B séo as principais proteinas.
A apo B-100 é produzida no figado e esta contida na VLDL, IDL e LDL. Ja a
apo B-48, produzida no intestino, pertence ao quilomicron e seus
remanescentes. As lipoproteinas que contém apo B, possuem acao
aterogénica porque podem penetrar na parede da artéria, migrar para o espaco
subendotelial e sofrer modificacdo oxidativa. A apo A-1 é produzida no intestino
e figado, est4 contida na HDL e, portanto, ao contrario da apo B, possui
atividade antiaterogénica (Chahil e Ginsberg, 2006).

As apolipoproteinas desempenham uma série de fungdes: transporte de
hormoénios, regulacdo da atividade proteolitica, regeneracdo nervosa,
contribuicdo com importantes funcbes no metabolismo das lipoproteinas e
estdo relacionadas com estabilizacdo da sua estrutura, modulacdo do seu
metabolismo, atuando como ativadores ou bloqueadores enzimaticos e na
mediacdo da captacdo celular das lipoproteinas por receptores especificos

(Vinagre et al., 2007).
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Trés lipoproteinas estdo relacionadas com o transporte de colesterol
para seus locais de depdésitos nos tecidos, VLDL, IDL e LDL, atuando em
conjunto. A VLDL é formada inicialmente no figado, essas contém grandes
quantidades de triglicérides formados no figado juntamente com menos
quantidade de colesterol e fosfolipides. Todavia, a medida que essas
lipoproteinas circulam no sangue, a lipase lipoproteica (LPL) nas paredes dos
capilares teciduais, sobretudo no tecido adiposo, hidrolisa grande parte dos
triglicérides em glicerol e acidos graxos, que sao liberados para serem
armazenados no tecido adiposo na forma de novos triglicérides, ou utilizados
como fonte energética. Apds perda de grande parte dos triglicérides, a
densidade da VLDL fica ligeiramente maior, de modo que passam a serem
denominadas IDL. Nesse estagio, muitas IDL retornam as células hepéticas,
devido a presenca de receptores nas suas membranas para uma proteina de
superficie existente na lipoproteina, denominada apo B. Normalmente, o figado
remove cerca da metade dessas IDL. As que permanecem no sangue
circulante perdem quase todos os triglicérides remanescentes por sua hidrdlise
nos capilares, pela influéncia da LPL capilar. Como consequéncia, a densidade
das lipoproteinas fica ainda maior, e o colesterol e fosfolipides nelas existentes
atingem suas maiores concentracbes. Essas lipoproteinas sao, entéo,
denominadas LDL. O centro da LDL é constituido quase exclusivamente por
éster de colesterol lipossoluvel; por outro lado, a maior parte da superficie €
composta por fosfolipides e colesterol livre (aproximadamente 45-50% do peso
lipidico total). Em um dos polos da LDL existe uma molécula grande de apo B
gue possui um sitio de reconhecimento para os receptores de LDL existentes

nas membranas celulares de praticamente todas as células do organismo
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(Sposito et al., 2007). Esses receptores especificos, chamados receptores B/E,
situados na superficie da membrana plasmatica celular (Goldstein et al., 1979),
removem as particulas de LDL do plasma. A reagdo de ligacao € caracterizada
por sua saturagdo, alta afinidade e alto grau de especificidade, e ocorre em
locais da membrana plasmética que contém depressdes recobertas de clatrina.
A lipoproteina € endocitada na forma de vesicula pela clatrina.
Intracelularmente, as vesiculas perdem sua clatrina e se tornam endossomos,
em seguida, h4 uma fusdo com o lisossomo, estes apos hidrolise produzem
colesterol livre e acido graxos de cadeia longa. O colesterol livre gerado é
esterificado pela enzima acil-coenzima A-colesterol aciltransferase (ACAT) e
armazenado no interior das células (Devin, 2003).

O colesterol derivado do catabolismo da LDL inibe a biossintese de
colesterol intracelular (por meio de inibicdo da atividade da enzima hidroxi-3-
metil-glutaril-CoA (HMGCoA) redutase) e também a sintese de receptores de
LDL, além de ativar a reesterificacdo do colesterol (por meio de ativacdo da
enzima ACAT), evitando o influxo de colesterol e seu excesso na célula.
Quando as concentragdes intracelulares de colesterol estdo diminuidas, ocorre
um aumento na sintese de receptores e ativacdo da biossintese de colesterol.
Por esse mecanismo de retroalimentacdo negativa, as concentracdes de
colesterol intracelulares sdo mantidas (Brown e Goldstein, 1986).

A lipoproteina de alta densidade (HDL) tem sido alvo de diversos
estudos em busca de avancos na terapéutica contra as doencas
cardiovasculares. Essa lipoproteina desempenha importante papel
antiaterogénico, que inclui a capacidade de efluxo de colesterol, atribuida nas

suas atuacOes no transporte reverso do colesterol, na atividade antioxidante,
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anti-inflamatéria e antitrombdtica, evitando a progressdo da placa
aterosclerodtica (Assmann e Gotto, 2004). No entanto, as recentes descobertas
revelam que o metabolismo da HDL é mais complexo do que se pensava
anteriormente, podendo ser pro ou antiaterogénica. (Asztalos et al., 2011)

A HDL é produzida a partir do material liberado da agdo da LPL sobre as
lipoproteinas ricas em triglicérides (quilomicron e VLDL). Trata-se de uma
fracdo heterogénea de particulas, com densidade entre 1,063 e 1,21 g/mL,
sintetizada no intestino e principalmente no figado. Esta particula esférica é
formada por proteinas (cerca de 50%), um ndcleo apolar de éster de colesterol
(16%) e triglicérides (5%), circundado por uma camada de fosfolipides (25%) e
uma pequena quantidade de colesterol livre (4%). Possui como componente
principal a apo A-l (constitui 70 a 80% da sua estrutura) e A-ll. Sua meia-vida
plasmatica é de cindo a seis dias, a mais longa de todas as lipoproteinas
(Asztalos et al., 2011; Eisenberg,1984).

A HDL é sintetizada principalmente no figado, inicialmente em forma
discoide, com alto conteddo de colesterol livre, também composta de
fosfolipides e apos, principalmente apo A-l e apo E. Dependendo do seu
conteudo lipidico, da quantidade de proteinas e, consequentemente, do seu
tamanho, a HDL pode ser dividida em quatro subclasses: HDL1, HDL2, HDL3
HDL4. Sendo que as populacdes de HDL2 e HDL3 estédo presentes em maior
concentracdo no plasma (Asztalos et al,, 2011; Eisenberg, 1984). As
diferencas no tamanho da particula de HDL s&o atribuidas principalmente ao
namero de apolipoproteinas encontradas na sua superficie e a quantidade de

éster de colesterol presente no seu interior (Barter, 2004).
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As particulas de HDL captam o excesso de colesterol livre das células
dos tecidos periféricos e da superficie das lipoproteinas ricas em triglicérides,
sendo convertidas a particulas menores, as HDL3. A apo A-l presente na
lipoproteina € um cofator de ativagdo da lecitina colesterol acil transferase
(LCAT), uma enzima sintetizada e secretada principalmente no figado, a LCAT
presente na circulacdo e se liga a superficie das lipoproteinas, inclusive da
HDL, a qual esterifica o colesterol livre da HDL3 em uma particula maior, a
HDL2 (Eckadstein et al., 2001). A HDL2 realiza trocas de éster de colesterol e
triglicérides, com as demais lipoproteinas, quilomicrons, VLDL, IDL e LDL, em
um processo mediado pela proteina de transferéncia de éster de colesterol
(CETP), uma glicoproteina hidrofobica, produzida pelo figado e que esta
presente no plasma em associacdo com as lipoproteinas (Lewis e Rader,
2005). O colesterol esterificado é transferido, por meio da CETP, da HDL2,
para as demais lipoproteinas ricas em triglicerideos. A extensdo da
transferéncia depende da concentracdo de cada componente lipidico na
lipoproteina doadora (Glomset et al.,, 1970; Marcel et al., 1980; Eisemberg,
1984). Efeito antiaterogénico da HDL da-se, sobretudo devido a sua
propriedade de transportar lipideos, principalmente éster de colesterol, dos
tecidos periféricos para o figado e para os tecidos que produzem hormoénios
esteroides, onde o colesterol é utilizado para a sintese de lipoproteinas, sais
biliares, vitamina D e horménios, efeito conhecido como transporte reverso do
colesterol (Eckardstein et al., 2001). O transporte de colesterol dos tecidos
periféricos para o figado € uma das mais importantes funcdes da HDL. Esse
transporte reverso do colesterol envolve uma variedade de tecidos e moléculas

0s quais impedem que o colesterol se acumule nas artérias. Sendo bastante
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complexo, esse transporte envolve enzimas que hidrolisam a ligagdo éster do
colesterol e o sistema “ATP-binding cassette transporter 1” (ABCA1), que

auxilia a captacao do colesterol livre pela HDL (Yancey et al., 2003),

1.4 Lipides e Aterosclerose

Concentragfes plasméticas elevadas LDL e de triglicérides, e diminuidas
de HDL estdo fortemente relacionadas com aumento do risco de doencas
cardiovasculares, principalmente ateroscleréticas (Manninen et al., 1988). A
relacdo entre LDL e doencas ateroscleréticas e os mecanismos pelos quais
essa lipoproteina participa do processo aterogénico ja esta estabelecido (Kullo
e Ballantyne, 2005). Defeitos no receptor da LDL ou na apo B-100 dificultam a
captacdo celular da LDL, resultando em remocédo plasméatica deficiente da
mesma e, consequentemente, aumento da concentracdo plasmatica de
colesterol de LDL (LDL-c) (Maranhdo et al., 1997). Dessa forma, a
permanéncia da LDL no espaco subendotelial pode levar mais tempo, o que
pode aumentar a possibilidade da mesma sofrer modificagbes na sua
composicao lipidica ou proteica. Apos modificagbes, como por exemplo,
oxidacdo, a LDL passa a ndo ser reconhecida pelos receptores especificos e €
removida da circulagdo sanguinea por meio de receptores de varredura ou
receptores “scavenger’, que estdo presentes em células epiteliais. Essas
células tornam-se repletas de colesterol, convertendo-se em células
espumosas, cujo aparecimento € um dos eventos mais precoces no processo

aterogénico (Rizzo et al., 2009).
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E importante ressaltar que a LDL possui subfragbes com maior
capacidade aterogénica, denominadas LDL pequenas e densas. Essas
particulas sdo mais suscetiveis a oxidacdo e outras modificacdes no espaco
subendotelial, por apresentarem maior facilidade de acesso nesse local e maior
afinidade as moléculas da matriz extracelular. Portanto, no subendotélio, essas
LDL pequenas e densas de menor tamanho retidas na matriz extracelular
tornam-se potencialmente aterogénicas (Rizzo et al., 2009; Durstine et al.,
1983).

As células endoteliais desempenham diversas funges fisiolégicas na
manutencao da integridade da parede arterial e constituem barreira permeével
através da qual ocorrem difusbes e trocas ou transporte ativo de diversas
substancias (Peltonen et al., 1988). A hipercolesterolemia pode causar
disfuncdo endotelial (Sgouraki et al., 2001; Coresh et al., 1996) e dessa
maneira dar inicio a formacéo da placa de ateroma (Rizzo et al., 2009; Berliner
et al., 1995; Sgouraki et al., 2001). O efeito citotoxico da LDL oxidada (LDLoX)
ocasiona disfuncdo endotelial, proliferacdo e reorganizagcdo da matriz
extracelular além de estimular o endotélio para a producdo e liberacdo de
guimiotaticos e moléculas de adesao para leucoécitos na superficie endotelial
(Rizzo et al., 2009; Sgouraki et al., 2001). O 6xido nitrico (NO), o mais potente
vasodilatador do endotélio, opde os efeitos de vasoconstricdo dependentes do
endotélio e inibe a oxidacdo da LDL. Um defeito na producdo ou na atividade
do oxido nitrico conduz a disfuncéo endotelial (Davignon e Ganz, 2004).

O papel da HDL na doenca arterial coronaria (DAC) estd bem
estabelecido. Existem numerosas publicacbes que mostram a relacéo inversa

entre colesterol de HDL (HDL-c) e risco de DAC, no entanto, na ultima década,
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tem sido sugerido que os niveis plasméticos da HDL-c ndo é a melhor maneira
de avaliar o risco de DAC (Asztalos et al., 2011). HDL tem véarias propriedades
potencialmente antiaterogénicas, incluindo transporte reverso do colesterol,
que € o transporte do colesterol dos tecidos periféricos para o figado. (Asztalos
et al., 2011). Alteracbes nas propriedades antioxidantes da HDL estédo
intimamente relacionadas com as mudancas nas concentracdes plasméticas da
HDL-c (Casella-Filho et al.,, 2011). Alteracbes na transferéncia de lipides
podem mudar a composi¢cao da HDL e, assim, alterar a ligagdo ou a atividade
das enzimas e outras proteinas aderidas a superficie da HDL, como

paraoxonase 1 (Casella-Filho et al., 2011).

1.4.1 Estudos com uma nanoemulséo lipidica

O metabolismo da LDL é analisado por meio das avaliagdes do contetdo
lipidico e/ou proteico, no entanto, o comportamento do componente colesterol
livre que se localiza na superficie da particula da LDL e do componente éster
de colesterol que se localiza no interior da particula da LDL, ambos s&o de
extrema importancia na compreensdao do metabolismo da LDL. Estudo da
cinética plasmatica da LDL € de extrema importancia para entender a
fisiopatologia do metabolismo dos lipidios e da aterosclerose. Entretanto, esse
estudo tem sido oneroso devido as dificuldades de isolamento, de marcacao
radioativa e isolamento da LDL natural. Além disso, existe o risco de
transmisséo do virus da hepatite B e virus de HIV aos individuos em que a LDL
natural marcada é injetada para avaliacdo da remocdo do compartimento

plasmatico (Maranhao et al., 1993).
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Em 1986, Maranh&o e colaboradores iniciaram o0s estudos visando
reproduzir o metabolismo da LDL por meio de uma nanoemulsdo com
composicéo lipidica artificial semelhante a da LDL natural, porém, sem a parte

proteica da lipoproteina (FIGURAL).

Apolipoproteinas 22% 7 e 4 i oy

Colesterol
esterificado
42%

Colesterol
esterificado

Colesterol Triglicerideos
8% 6%

Colesterol Triglicerideos

Particula natural Nanoemuls3o lipidica
FIGURA 1. Particula de LDL e Nanoemulséo lipidica artificial.

Na avaliacdo da cinética da nanoemulsédo, a taxa fracional de remocéao
do colesterol livre (TFR-CL-*H) e taxa fracional de remocdo do éster de
colesterol (TFR-EC-'*C) refletem o comportamento da LDL, desde sua
penetracdo no espaco intravascular, seu tempo de permanéncia na circulacao
e, por fim, a sua captacdo pelos receptores de LDL e remocdo do espaco
intravascular para o extravascular. Estudos mostraram que a LDL natural
compete com a nanoemulsdo lipidica pela captacdo celular em cultura de
linfécitos, comprovando que a remocao de ambas se da pelo mesmo receptor
especifico (Maranhao et al., 1997). A descoberta de que a nanoemulséo se liga
aos receptores de LDL levantou a possibilidade de usa-la como substituto da

LDL natural em estudos cinéticos.
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Neste sentido, nosso laboratério vem realizando vérios trabalhos para
avaliar a remocgéo plasmética da LDL com a utilizagdo da nanoemulséo lipidica
artificial. Maranh@o e colaboradores (1997) mostraram que a particula era
removida mais lentamente da circulacdo nos hipercolesterolémicos do que em
individuos normolipidémicos. Sabendo-se que a hipercolesterolemia é uma
sindrome que possui em mutacdo nos receptores B e E, o que resulta em
captacao deficiente da LDL, levando ao acumulo e depdsito no plasma e nos
vasos dessa lipoproteina, esse resultado revela o potencial uso desta
nanoemulsdo como instrumento para investigagao nas dislipidemias (Maranhé&o
et al., 1997).

A apo E é a principal responsavel pela remo¢do da nanoemulsdo do
plasma, constituida sem proteinas. Ao ser injetada na circulacdo, a
nanoemulsdo adquire preferencialmente a apo E e liga-se aos receptores de
LDL (B/E), sendo removida da circulacdo (Maranhao et al., 1997; Hirata et al.,
1999). O éster de colesterol é o marcador mais fidedigno na remocdo da
nanoemulsdo do compartimento plasmatico, sua saida depende da aquisicdo
da apo E, para entdo ser reconhecida pelos receptores B/E (Hirata et al., 1999).

Devido as facilidades operacionais oferecidas pelo sistema da
nanoemulsédo lipidica, é possivel a avaliar um grupo de individuos com a
mesma preparacdo. Além do mais, a nanoemulsdo lipidica € removida do
plasma mais rapidamente do que a LDL natural, isso ocorre devido ao fato de
0S receptores possuirem maior afinidade pela apo E do que pela apo B.
Consequentemente, o tempo de realizacdo do estudo cinético fica mais viavel,
pois, se reduz para 24 horas, ao contrario da lipoproteina natural que exige 2-3

dias de estudo cinético (Maranhao et al., 1997).
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As particulas de HDL parecem interagir com a maioria das lipoproteinas,
enzimas e proteinas de transferéncia de lipides envolvidos no metabolismo das
lipoproteinas (Asztalos et al., 2011). HDL nascente € produzida pelo figado e
intestino, embora tenha sido postulado que a HDL também pode ser gerada a
partir de fosfolipidios e colesterol livre resultante da lipolise das lipoproteinas
ricas em triglicérides, e agregadas a apo Al, sendo esta a principal
apolipoproteina presentes na HDL. Transferéncia de lipides ocorre entre
lipoproteinas ricas em triglicérides e HDL, o que resulta em perda de éster de
colesterol HDL e pelo enriquecimento de triglicérides. Consequentemente,
quando os triglicérides acumulam no plasma, o clearance da HDL enriquecida
de triglicérides é aumentado e os niveis de HDL tende a diminuir. Estas
transferéncias de lipides sdo mediadas por proteinas de transferéncia, tais
como CETP e a proteina de transferéncia de fosfolipides (PLTP).
Transferéncias de lipides sdo, portanto, muito importante no metabolismo da
HDL intravascular e sdo determinantes na funcdo de HDL e no transporte
reverso de colesterol. Uma vez que elas afetam a composi¢cdo de HDL, outras
importantes funcdes antiaterogénicas dessa lipoproteina também podem ser
afetadas, como antioxidante, anti-inflamatoria, antitrombdtica e acdes
vasodilatadoras (Sigal et al., 2011). Esta abordagem permitiu-nos determinar
as alteracbes nas taxas de transferéncia de lipides para HDL em cardiacos
transplantados (Puk et al.,2009), HIV-positivo (Daminelli et al., 2008),
individuos com tratamento de estatinas (Lo Prete et al., 2009), individuos com
ingestdo de manteiga e margarinas (Gagliardi et al., 2010) e individuos com
sindrome metabdlica submetidos a treinamento aerdbio (Casella-Filho et al.,

2011).
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1.5 Exercicio Fisico e Aterosclerose

O estilo de vida sedentario é associado ao aumento de doencas
cardiovasculares. A falta de atividade fisica aumenta o estresse oxidativo, a
disfuncéo endotelial e a aterosclerose (Warren et al., 2010; Laufs et al., 2005).
Com o sedentarismo pode ocorrer a perda de moto-neurdnios que influencia
diretamente a forca muscular, a taxa de desenvolvimento de forca e poténcia
muscular (Aagaard e Andersen, 2010) e, eventualmente, levar a um declinio no
ndamero de fibras musculares e na area transversal do musculo, mais
conhecido como sarcopenia (Peterson e Gordon, 2011). A prética regular de
exercicio fisico reduz o risco de mortalidade cardiovascular,
independentemente de outras mudancas no estilo de vida, como dieta e
tabagismo (Rataness et al., 2009), além de exercer efeitos benéficos na
hipertenséo arterial, diabetes mellitus, obesidade, risco de trombose, disfuncéo
endotelial e perfil lipidico (Cohen et al., 2008; Williams et al., 2011; Shephard e
Balady, 1999).

Durante os ultimos trinta anos foi presenciado um declinio razoavel da
mortalidade por causas cardiovasculares em paises desenvolvidos, entretanto,
elevacOes relativamente rapidas e substanciais tém ocorrido em paises em
desenvolvimento, assim como o Brasil (Sposito et al., 2007). De acordo com as
projecbes da Organizacdo Mundial de Saude, esta tendéncia de elevacédo na
doenca cardiovascular tende a persistir, agravando ainda mais o quadro de
morbidade e mortalidade nestes paises (Sposito et al., 2007; Ross, 1986)

A aterosclerose € uma sindrome inflamatéria cronica de origem

multifatorial que ocorre em resposta a agressdo endotelial, acometendo
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principalmente a camada intima arterial (Sposito et al., 2007; Ross, 1986). A
formagdo da placa aterosclerética inicia-se com a agressdo ao endotélio
vascular devida a diversos fatores de risco como sedentarismo, hipertenséo
arterial, tabagismo, obesidade, principalmente elevacdo de lipoproteinas
aterogénicas (LDL-c, colesterol de IDL, colesterol de VLDL (VLDL-c) e
remanescentes de quilomicrons) (Sposito et al., 2007; Manninen et al., 1988;
Ross, 1986). Como consequéncia, a disfuncdo endotelial aumenta a
permeabilidade da intima arterial as lipoproteinas plasmaticas, favorecendo a
retencdo das mesmas no espaco subendotelial (Sposito et al., 2007; Ross,
1986). Retidas, as particulas de LDL sofrem oxidacdo, causando a exposicao
de diversos neo-epitopos, tornando-as imunogénicas. O depodsito de
lipoproteinas na parede arterial, processo-chave no inicio da aterogénese,
ocorre de maneira proporcional a concentracdo dessas lipoproteinas no plasma
(Sposito et al., 2007, Ross, 1986). A placa juntamente com a proliferacdo
celular pode tornar-se tdo grande a ponto de alterar a superficie interna do
vaso sanguineo, projetar-se profundamente no limen e reduzindo de modo
acentuado o fluxo sanguineo, e algumas vezes causar a oclusdo completa do
vaso (Ross, 1986)

A maioria dos individuos que sofrem de doencas cardiovasculares tem
um ou mais dos fatores de risco convencionais para a aterosclerose. Segundo
a AHA e o Colégio Americano de Cardiologia (ACC), os fatores de risco
condicionais incluem alteracbes na homocisteina, no fibrinogénio, nas
concentracdes das lipoproteinas, no tamanho da particula de LDL e na proteina

C reativa (PCR) (Kullo e Ballantyne, 2005).
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A obesidade esta relacionada a uma série de alteracdes metabdlicas:
dislipidemias, hipertenséo arterial, resisténcia a insulina e intolerancia da
glicose, assim como sinais trombdticos e inflamatérios aumentados. A
associacdo desses fatores foi denominada "sindrome metabdlica”, a qual
aumenta o risco de desenvolver doenca cardiovascular (Pritchett et al., 2005).
A sindrome metabdlica ¢é caracterizada pela obesidade abdominal,
concentracbes elevadas de triglicérides, baixas concentracdes do HDL-c e
resisténcia a insulina (Mckenney, 2003). Além da terapia farmacoldgica, a
mudanca no estilo de vida é necessaria para tratar essa sindrome em sua
totalidade. Isto envolve atividade fisica aumentada e modificacdo dietética.
Mesmo a perda modesta do peso (7% a 10% do peso corporal) resulta na
diminuicdo da massa gorda, pressdo arterial, glicose sanguinea, LDL-c e
triglicérides. Estes beneficios podem também traduzir em resultado a longo
prazo, especialmente se as alteragdes da perda de peso e do estilo de vida sao
mantidas (Pritchett et al., 2005).

A aprovacdo de um estilo de vida fisicamente ativo esti associada a
reducdo de eventos cardiovasculares em populacdes de alto risco (Pitsavos et
al., 2005).

Vinagre e colaboradores (2007) mostraram que apesar do treinamento
aerobio ndo influenciar a concentracéo plasméatica de LDL-c, o “turnover” dessa
lipoproteina se encontra aumentado. Nesse estudo, por meio de uma
nanoemulsao lipidica artificial que se liga a receptores de LDL, observou-se
que, em atletas ciclistas, a remocéo plasmatica da hanoemulsado que mimetiza
a LDL foi aproximadamente 5 vezes mais rapida do que em individuos

sedentarios.
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O fator mais importante no processo de desenvolvimento da
aterosclerose consiste na presenca de elevadas concentracdes plasmaticas de
LDL-c. A concentracdo plasmatica do LDL-c é diretamente proporcional a
quantidade de gordura saturada presente na dieta diéria, que, por conseguinte,
pode contribuir para o desenvolvimento de aterosclerose (Kromhout et al.,
1984). Conforme mostrado anteriormente, com o0 uso de uma nanoemulsao
lipidica que se liga aos receptores da LDL, o metabolismo da LDL esta
acelerado com o exercicio aerobio (Vinagre et al., 2007). Como isso é de
grande importancia na prevencdo da aterosclerose, pois esta relacionado a
uma menor chance de oxidacao da LDL, é de interesse investigar se 0 mesmo

efeito é obtido com o TR.

1.6 Treinamento Resistido e Metabolismo de Lipides

A IV Diretriz da Sociedade Brasileira de Cardiologia menciona o
exercicio fisico regular como uma medida auxiliar no controle das dislipidemias
e tratamento da DAC, essa recomendacdao foi classificada em grau | e nivel de
evidéncia A (Sposito et al.,, 2007). O numero de estudos que relatam os
beneficios do TR na reducéo do risco de doencas cronicas, na melhora das
funcbes diarias e no aumento de forca e massa muscular tem aumentado
(Phillips et al., 2007), porém as conclusGes sobre sua acdo nas lipoproteinas
plasmaticas ainda séo controversas, devido ao pequeno numero de estudos e
a grande quantidade de fatores que podem influenciar no resultado, como
concentracdo plasmatica inicial dos lipides, idade, duracdo e intensidade do

treinamento, consumo maximo de oxigénio (VO,max), peso corporal e
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percentual de gordura corporal (Chodzko-Zajko et al., 2009; Tran et al., 1983).
Varios estudos mostram os beneficios do treinamento aerobio no metabolismo
de lipides plasméticos, como redugdo nas concentracbes plasmaticas de
triglicérides (Yamada et al., 2008; Boardley et al., 2007; LeMura et al., 2000;
Fahlman et al., 2002; Hubinger e Mackinnon, 1996), LDL-c (Shawn et al., 2009;
Durheim et al., 2008), VLDL-c (Brown et al., 2009; Slentz et al., 2007; Gordon
et al., 1994; Ferguson et al., 1998) e aumento do HDL-c (Brown et al., 2009;
Yamada et al., 2008; Durheim et al., 2008; Gaesser e Rich, 1984; Giada et al.,
1991). Além disso, alguns estudos mostraram que o TR associado ao
treinamento aerébio aumenta o HDL-c e diminui o LDL-c (Ades et al., 2009;
Christos et al., 2009).

Estudos em populac¢des diversas submetidas somente ao TR mostraram
diminuicAo da concentracdo plasméatica de LDL-c em individuos
hiperlipidémicos e normolipidémicos (Halbert et al., 1999), em pacientes com
diabetes mellitus tipo 1 (Durak et al., 1990) e diabetes mellitus tipo 2 (Honkola
et al., 1997; Cauza et al., 2005), em homens saudaveis (Poehlman et al., 1992;
Ullrich et al., 1987; Hurley et al., 1988; Goldberg et al., 1984), mulheres
saudaveis (Goldberg et al.,, 1984), adolescentes (Fripp e Hodgson, 1987),
mulheres pré-menopausa (Boyden et al., 1993; Prabhakaran et al., 1993),
homens obesos (Kraemer et al., 1999) e mulheres obesas (Costa et al., 2011).
Um interessante estudo com TR de alta intensidade em mulheres idosas (70 a
87 anos) mostrou diminuicdo de LDL-c, mesmo sem alteragdo no peso e na
dieta (Fahlman et al., 2002).

Alguns estudos mostraram aumento do HDL-c com TR (Costa et al.,

2011; Elmahgoub et al., 2009; Lindegaard et al., 2008). Entretanto, outros
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estudos mostraram manutengdo nas concentracdes plasmaticas do LDL-c com
o treinamento aerobio isolado (Kraus et al., 2002, Fahiman et al., 2002; Cauza
et al., 2005; Schwartz et al., 1981;) e diminuicdo do HDL-c apenas com TR
(Wooten et al., 2011, Williams et al., 2011). Além disso, uma semana de TR em
intensidade moderada e alta ndo alterou as concentra¢des plasmaticas de LDL-
c e HDL-c, porém, mostrou aumento da expressdo de ABCA1l em linfocitos
(Ghanbari-Niaki et al., 2011), esse transportador € um dos responséaveis pelo
efluxo de colesterol junto a HDL (Asztalos et al., 2011) e possibilita a captacéo
de colesterol livre pela HDL (Yancey et al., 2003). Em adicdo, 6 semanas de
treinamento aerébio aumentou em 100% a concentracdo do ABCAL no figado
em animais transgénicos de CETP, podendo ser um dos mecanismos pelos
quais o treinamento fisico aumenta os niveis plasmaticos da HDL-c (Rocco et
al., 2011).

Apesar da importancia do metabolismo de lipides e da atividade fisica na
saude cardiovascular, poucos estudos examinaram a fundo os efeitos do TR no
metabolismo do colesterol. Walsh e colaboradores (2003) combinaram o
treinamento aerobio ao TR e observaram uma melhora na funcéo endotelial e
na resisténcia das artérias em idosos que usam medica¢éo para diminuicdo do
LDL-c.

Fahlman e colaboradores (2002) mostraram que o TR em mulheres
idosas sedentarias, observou-se aumento na concentracao plasmatica de HDL-
c e diminuicdo nas concentracdes plasmaticas de triglicérides, LDL-c e
colesterol total, concluindo que o TR resulta em mudangas favoraveis nas
concentracbes plasmaticas de lipoproteinas em apenas 10 semanas de

treinamento. Esse fato ocorreu sem mudancas simultaneas no peso ou na
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dieta, demonstrando que a indicacdo isolada de TR pode ser utilizada para
modificar as concentracfes plasmaticas de lipoproteinas (Fahlman et al.,
2002).

O TR é considerado uma intervencdo promissora para inverter a perda
da funcdo e deterioragdo da estrutura muscular, sendo esses uns dos
principais fatores associados a idade avancada (Steib et al., 2010). Pode
resultar na melhoria de habilidades funcionais e no status de saude em
pessoas idosas, aumentando a massa muscular, forca e a densidade mineral
dos ossos, além de ser uma intervencdo eficaz em varios aspectos da
sarcopenia: aumento da resisténcia muscular, normalizacdo da presséao arterial
em individuos com valores elevados, reducdo da resisténcia a insulina,
diminuicdo da gordura corporal total e intra-abdominal, aumento da taxa
metabdlica basal, reducdo dos fatores de risco por quedas, reducéo da dor e
melhora na mobilidade articular do joelho com osteoartrite, principalmente em
homens idosos (Chodzko-Zajko et al., 2009; Kraemer et al., 2004). Apesar de
diversos beneficios em idosos (Chodzko-Zajko et al., 2009; Kraemer et al.,
2004), alguns estudos revelam que o TR ndo aumenta o VO,max, ndo melhora
o perfil de lipoproteinas ou de lipides e nem melhora a flexibilidade nas
pessoas idosas (Hurley e Roth et al., 2000). LeMura e colaboradores (2000)
avaliaram mulheres adultas jovens durante 16 semanas em varias modalidades
de treinamento fisico e observaram que o TR isolado n&o resultou em mudancga
significativa no VO,max e na composicao corporal. Os resultados deste estudo
sugerem que o treinamento aerobio isolado melhora o perfil de lipoproteinas,
composicado corporal e aptidao cardiorespiratoria, enquanto o TR somente

aumenta significativamente a forca muscular. Nao foi observado nenhum efeito
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do TR com ou sem suplemento de creatina nas concentragcfes plasméaticas de
colesterol total, HDL-c, LDL-c, ou triglicérides (Volek et al., 2000). Entretanto,
um recente estudo “crossover’ randomizado mostrou que em 16 semanas de
TR houve aumento na forca muscular, diminuicdo das concentracdes
plasméticas de colesterol total e LDL-c, melhora da glicemia e da sensibilidade
a insulina em idosos em comparacdo aos exercicios de alongamento, o que
sugere que o TR traz beneficios cardiovasculares e metabdlicos em idosos
saudaveis (Williams et al., 2011). Paschalis e colaboradores (2011) revelaram
que tanto o TR excéntrico agudo como o crénico, modificam favoravelmente as
concentracbes plasméaticas das lipoproteinas, com apenas 30 min. de TR
excéntrico por semana durante 8 semanas.

O estilo de vida pode influenciar qualitativamente e quantitativamente o
metabolismo de lipides. As mudancas que ocorrem no metabolismo da LDL e
da HDL podem nédo ser detectadas por meio das dosagens rotineiras de lipides
plasmaticos, mas podem ter grande importancia nas prevencdes de doencas
ateroscleroticas, hipercolesterolémicas e da sindrome metabdlica. O
treinamento aerdbio acelera a remocao plasméatica da LDL, podendo diminuir a
chance de oxidacdo da lipoproteina e, dessa maneira a aterosclerose. A
perspectiva desse estudo € utilizar a nanoemulsao lipidica para avaliar se o TR
aumenta a remocéao da LDL do plasma e altera o metabolismo da HDL, o que
poderia colaborar com a prevencdo de doencas cardiovasculares e

ateroscleraticas.
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2. OBJETIVOS
O principal objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos do treinamento
resistido no metabolismo da LDL e da HDL, utilizando-se uma nanoemulséo

lipidica artificial.

2.1 Objetivos secundarios:

» Avaliar a cinética plasmatica da LDL

* Avaliar a oxidagao da LDL

« Avaliar a transferéncia de lipides para HDL
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3. CASUISTICA

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica para Analise de
Projetos de Pesquisa (CAPPesq) da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, Protocolo de

Pesquisa n°® 611/05.

3.1 Etica

A informacdo prévia detalhada de todo o protocolo foi dada aos
participantes, antes do inicio de cada etapa do estudo. Todos os participantes
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido em duas vias, sendo
uma via entregue ao participante e outra arquivada no prontudrio, de acordo
com as normas que regem estudos experimentais com seres humanos,
disponibilizadas pelas comissdes de ensino, pesquisa e ética médica da
Instituicdo, descritas na Resolucédo n° 196 do Conselho Nacional de Saude de
10/10/1996.

O estudo foi realizado no Laboratorio de Metabolismo de Lipides e na
Unidade de Reabilitacdo Cardiovascular e Fisiologia do Exercicio do Hospital
das Clinicas do Instituto do Coracdo da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo. Os individuos do grupo treinamento resistido foram
treinados na Academia Davero, sobe supervisdo do autor do estudo.

Todos os participantes foram avaliados por um médico antes de
qualquer procedimento e submetidos ao teste ergoespirométrico para avaliacao

da capacidade funcional.
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3.2 Participantes do Estudo

Foram selecionados 30 individuos de 18 a 40 anos do sexo masculino,
foram separados em 2 grupos:

A) — Grupo treinamento resistido: 15 individuos praticantes de exercicios
resistidos por um periodo médio de 2 anos de treinamento.

B) — Grupo sedentario: 15 individuos sedentarios. Todos apresentaram
falta e/ou auséncia e/ou diminuicdo de atividades fisicas ou esportivas com
intensidade de atividade fisica < 3 equivalentes metabdlicos (METS), por
anamnese prévia. Os participantes eram funcionarios do Instituto do Coracéo e

Hospital das Clinicas.

3.3 Critérios de Inclusao:

* Sexo: masculino;

+ |dade: 18 a 40 anos.

3.4Critérios de Excluséao:

* Dislipidemias:
o Critérios do National Cholesterol Education Program - Adult
Treatment Panel Ill (CHENG & LEITER, 2006).
= Hipercolesterolemia: > 200 mg/dL

= Hipertrigliceridemia: > 150 mg/dL
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= LDL-c: > 130 mg/dl
Diabetes Mellitus:
o Critério do Expert Committee on Diagnosis of Diabetes Mellitus:
glicemia em jejum > 126 mg/dL (GENUTH. et al 2003):
Obesidade, baseado no Indice de Massa Corporea (IMC)
(DEURENBERG & YAP, 1999):
o IMC > 30 kg/cm?
Sindrome metabdlica:
o Critério do National Cholesterol Education Program — Adult
Treatment Panel Ill (CHENG & LEITER, 2006):
Cardiopatias: doenca aterosclerdtica conhecida, angina e/ou infarto
agudo do miocérdio, acidente vascular cerebral prévio e doenca arterial
periférica prévia.
Apresentar historico de:
o Insuficiéncia renal;
o Insuficiéncia hepética;

Hipertenséo arterial;

(@]

Hipotireoidismo;

(@]

o Doencgas inflamatorias cronicas;
Tabagismo;
Uso de medicamentos que alterem os lipides plasmaticos e esteroides
anabdlicos;
Individuos que faziam dieta controlada;

Individuos que realizavam exercicios aerobios.
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O numero de participantes foi baseado em estudos de metabolismo de
lipoproteinas artificiais desenvolvidos no Laboratério de Metabolismo de
Lipides do InCor-HC-FMUSP (MARANHAO et al., 1993; ADES et al., 2001;
PINTO et al., 2001; SPOSITO et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2002; GRAZIANI et

al., 2002; SANTOS et al., 2003, VINAGRE et al., 2007, FICKER et al., 2010).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Avaliacdo Antropométrica e da Composicao Corporal

Para a avaliacdo antropométrica e avaliacdo da composicdo corporal

foram utilizados:

Fita métrica da marca Sanny;

Compasso de dobras cutaneas da marca Sanny;

Balanga mecéanica da marca Filizola;

Estadidbmetro da marca Sanny.

Os participantes foram submetidos a medidas de peso e altura para
calculo do IMC. A medicdo da circunferéncia abdominal (CA) foi realizada
através de uma linha horizontal na regido do umbigo (POLLOCK & JACKSON,
1984).

Foi utilizado um método duplamente indireto para avaliagdo da
composicdo corporal dos participantes. O protocolo foi selecionado de acordo
com as caracteristicas dos participantes (POLLOCK & JACKSON, 1984).
Foram realizadas sete medicdes de dobras cutaneas em partes especificas do
corpo (subescapular, triceps, peitoral, axilar média, supra-iliaca, abdominal e
coxa), sendo que cada medida da dobra cutanea foi repetida por 3 vezes. Por
meio das dobras cutaneas, peso corporal e altura foram calculados a
porcentagem de gordura corporal total e a massa magra de cada participante
pelo software Physical Test 5.1. Todas as avaliagbes foram realizadas pelo

autor do estudo, que possui grande experiéncia técnica.



61

4.2 Determinacdo da Capacidade Cardiorrespiratoria Durante o Exercicio

Progressivo Maximo.

O objetivo deste teste foi avaliar a aptiddo fisica dos participantes,
quantificada pelo consumo maximo de oxigénio (VO,max). O teste
ergoespiromeétrico foi realizado na Unidade de Reabilitagdo Cardiovascular e
Fisiologia do Exercicio do Instituto do Coracao Hospital das Clinicas Faculdade
de Medicina da Universidade de S&o Paulo (InCor-HC-FMUSP). Inicialmente,
foi realizado um eletrocardiograma em repouso. A pressao arterial de repouso
foi medida pelo método auscultatério. Em seguida, os individuos realizaram um
teste ergométrico, em esteira, seguindo protocolo de rampa com aumento
constante da velocidade e inclinacdo por minuto até a exaustdo, sendo 0s
protocolos escolhidos pelos avaliadores de acordo com a aptidao fisica de cada
individuo ou pela carga maxima predita (menos 10% e dividida por 10 minutos)
(BALADY et al 2010).

Durante o teste de esforco, o comportamento cardiovascular foi
continuamente avaliado por eletrocardiografo. A frequéncia cardiaca (FC) foi
registrada em repouso com o individuo posicionado na esteira ergométrica, ao
final de cada minuto do teste de esfor¢co e no 1°, 2°, 4° e 6° minuto do periodo
de recuperacédo. A pressao arterial foi medida sempre pelo mesmo avaliador,
em repouso, a cada 2 estagios de exercicio e no 1°, 2° 4° e 6° minuto do
periodo de recuperacédo. Qualquer alteracéo eletrocardiografica observada que
possa comprometer o protocolo experimental serviu como critério de exclusao
do individuo do estudo. A avaliacdo da capacidade aerObia maxima foi

realizada através da medida direta do VO,max. Simultaneamente ao teste de
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esforco, o individuo foi conectado a um ergoespirbmetro computadorizado
(SensorMedics - Vmax Series modelo Vmax 229  Pulmonary
Function/Cardiopulmonary Exercise Testing Instrument), por um sistema de
vélvula e sensor onde a ventilagcdo pulmonar foi medida a cada expiracao.
Pelos sensores de oxigénio (O,) e de dioxido de carbono (CO,) foram
analisadas as concentracbes de O, e CO,, respectivamente a cada ciclo
respiratério. A partir das andlises da ventilacdo pulmonar e das concentracdes
dos gases expirados, foram calculados o consumo de oxigénio e a producéo de
CO,. VOz,max foi considerado o consumo de O, obtido no pico do exercicio,
quando o individuo ndo conseguiu mais manter a velocidade e a inclinagdo na

esteira ergométrica (BALADY et al., 2010).

4.3 Protocolo de Treinamento Resistido

Todas as avaliacbes foram realizadas apoés trés dias de isencdo de
exercicio fisico no grupo treinamento resistido, pois o exercicio fisico agudo
afeta a atividade da lipase lipoproteica na musculatura esquelética (MALKOVA
et al., 2000) e diminuem aproximadamente 30% da concentracdo plasmética de
VLDL-triglicérides (TSEKOURAS et al., 2009), podendo alterar os resultados
obtidos neste estudo.

Os individuos do grupo treinamento resistido, praticavam exercicio
resistido por um periodo minimo de 1 ano e maximo de 4 anos, com média de
2 anos de treinamento. O treinamento foi realizado 4 a 5 dias por semana, com
1 dia de descanso apdés o 3° dia consecutivo de treino. Os exercicios resistidos

realizados foram subdivididos e periodizados. Para cada grupo muscular foram
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realizados 3 a 4 exercicios com 3 a 4 séries de 8 a 10 repeticdes maximas. A
carga de cada exercicio correspondeu entre 75 a 90% de uma repeticao
méxima. O tempo de descanso entre as séries foi de 60 a 90 segundos e a
velocidade dos movimentos foi de aproximadamente uma repeticdo maxima a
cada 3 segundos.

Os participantes apresentaram teste negativo de deteccao do esteroide
anabdlico andrégeno na urina, na sua forma inalterada ou de seus metabdlitos,
conforme os procedimentos realizados no Laboratério de Andlises
Toxicolégicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de

Sao Paulo.

4.4 Coletas de Sangue

Amostras de sangue dos participantes em jejum de 12 horas, foram
colhidas no Laboratério de Metabolismo de Lipides do Instituto do Coragéo do
HC-FMUSP, em frascos com EDTA (1,5 g/L) ou heparina sddica. Logo ap@s, o
plasma foi obtido através de 10 minutos de centrifugacdo a 3.000 rpm, em
centrifuga Sorval RT7, para analise posterior dos seguintes métodos:

» Concentragao plasmatica do perfil lipidico.

» Concentracao plasmatica da LDL oxidada.

» Diametro da particula de HDL.

» Atividade da paraoxonasel

» Cinética plasmatica do colesterol livre (CL) e do éster de colesterol (EC).
* Transferéncia de lipides de uma nanoemulséo lipidica artificial para a

HDL.
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Todas essas analises foram realizadas no Laboratorio de Metabolismo

de Lipides do Instituto do Coracdo do HC-FMUSP.

4.5 Determinagdes Bioquimicas

4.5.1 Perfil lipidico e glicose

As concentracBes plasmaticas de triglicérides e de glicose foram
determinadas por meio de método enzimético (Merck S.A. Industrias Quimicas
- Rio de Janeiro, Brasil).

A determinacdo da concentracdo plasméatica do colesterol total foi pelo
método colorimétrico enzimético (Chod-Pap, Merck S.A. Industrias Quimicas -
Rio de Janeiro, Brasil). O HDL-c foi determinado pelo mesmo método utilizado
para o colesterol total, apds precipitacdo quimica das lipoproteinas que contém
apo B, utilizando-se reagente precipitante constituido por cloreto de magnésio e
acido fosfotungstico. Segundo o método de FRIEDEWALD (1972), o valor do
LDL-c foi calculado pela diferenca entre o colesterol total e a somatoria do
HDL-c e colesterol de VLDL (VLDL-c). O VLDL-c foi calculado pela divisdo das

concentracdes plasmaticas de triglicérides por 5.

Colesterol de LDL-c = [colesterol total - (HDL-c + VLDL-c)]

Colesterol de VLDL-c= triglicérides/5



65

4.5.2 Concentracao plasmatica de LDL oxidada (LDLox)

As concentragfes plasmaticas de LDL oxidada foram determinadas pelo
método imunoenzimatico (Mercodia Oxidized LDL Competitive ELISA), onde o
anticorpo monoclonal (mAb 4E6) é dirigido contra uma conformacdo da
apolipoproteina B-100 (apoB-100) na fragdo da LDL que é gerada como
consequéncia da substituicdo de pelo menos 60 residuos de lisina da apoB-100
com aldeidos. Este numero de lisinas substituidas corresponde ao numero
minimo exigido para captagao da LDL oxidada pelos receptores “scavenger”. A
substituicdo por aldeidos pode ser produzida pela peroxidacdo de lipides de
LDL, levando a geracdo de LDL oxidada. Neste método, ocorre uma
competicdo entre a LDL oxidada da amostra e a LDL oxidada vinculada a
microplaca, durante a incubacdo com o mAb 4E6. Depois de uma lavagem, o
anticorpo marcado com biotina é detectado com peroxidase-estreptavidina
conjugada e com substrato da peroxidase 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina

(HOLVOET et al., 2006).

4.5.3 Diametro da particula de HDL

O diametro da HDL foi mensurado por espalhamento de luz (light
scattering) utilizando o equipamento Laser Light Scattering (ZetaPALMS,
Brookhaven Instr. Corp. - New York - USA) em amostras de plasma fresco.
ApOs separacao por precipitacdo quimica das fracdes contendo apoB (VLDL e
LDL), com solucdo de polietilenoglicol 8000 (200 g/L), o sobrenadante

contendo HDL foi diluido em NaCl 0,15M e 0,01% de EDTA (pH 7,5) e passado
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através de um filtro Millipore® 0,22um. O diametro das particulas (nm) em
solucéo foi entdo mensurado pelo espalhamento do feixe de laser, coletado em
um angulo de 90° e expressos pelo resultado médio obtido em 5 corridas.

(LIMA & MARANHAO, 2004).

4.5.4 Atividade da paraoxonasel (PON1)

A atividade da PON1 foi medida pela adicdo de 500ul de tampéo Tris-
HCL 0,1M pH 8,05 contendo 2 mmol/L de CaCl2 e 5,5 mmol/L de paroxon
(Sigma Chemical Co.) a 25ul de soro. A amostra foi, entdo, distribuida em placa
de 96 pocos de fundo chato, 200ul por poco (em duplicata). A leitura foi feita
em comprimento de onda de 405 nm e temperatura de 37°C utilizando leitor de
microplacas (Microplate reader, Banchmark, Bio RAD). Para o célculo da
atividade, foram feitas 6 leituras em intervalos de 1 minuto. O resultado foi
obtido multiplicando-se a média da variacdo das absorbancias pelo fator,
conforme descrito abaixo.
Calculo do Fator:

FATOR=__ VTR (ml)
€ 405 X VA (ml) X E (cm)

Onde, € 405 = 180.50 L M-1 CM-1 coeficiente de absorcdo (SENTI et
al.,2003; AGACHAN et al.,2004).

VTR (volume total da reagcdo) = 500ul solucdo + 25ul da amostra =
525pl.

VA (volume da amostra) = 25l

E (espessura do poc¢o da placa) =1 cm
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Substituindo os valores e ajustando para as unidades internacionais
temos: FATOR =1163,43 nmol mL-1

Atividade da Paraoxonase = Fator x delta abs/min = 1163,43 x delta abs
nmol min-1 mL -1, onde delta abs = € a média da variacdo das absorbancias

medidas a cada 1 minuto (MACKNESS et al.,1991).

4.6 Preparo da Nanoemulséo Lipidica Artificial

Para os testes de transferéncia e cinética plasmética de lipides a
nanoemulsao lipidica artificial foi preparada segundo a técnica de GINSBURG
et al., (1982) e modificada por MARANHAO et al., (1993).

Em um frasco foram pipetados lipides obtidos da industria farmacéutica
(Sigma Chemical Co — St. Louis, EUA), sendo 40 mg de fosfatidilcolina, 20 mg
de éster de colesterol, 1 mg de trioleina e 0,5 mg de colesterol, diluidos em
cloroférmio: metanol (2:1) (Merck — Darmstadt, Alemanha), A quantidade
necessaria de radioisotopos marcadores foi adicionada e em seguida, a mistura
foi seca sob fluxo de nitrogénio, em banho-maria a 37°C e mantida em
dessecador a vacuo por 16 horas a 4°C, para remocéao dos solventes residuais.
A mistura de lipides foi ressuspendida com tampdo Tris-HCI pH 8,0 e
emulsificada por irradiacdo ultrassonica a 125 Watts de poténcia durante 3
horas sob atmosfera de nitrogénio, com temperatura variando de 51 a 55°C.
Logo apds, a emulsdo foi purificada em duas etapas de ultracentrifugacédo e
esterilizada por passagem em filtro 0,22um. Todo o material utilizado foi
despirogenizado em estufa a 180°C durante 90 minutos e esterilizado em

autoclave a 120°C por 20 minutos (MARANHAO et al., 1993).
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Todo o procedimento de preparo das nanoemulsdes foi realizado em
capela de fluxo laminar, sendo armazenada a 4°C por até trinta dias. Todas as
nanoemulsdes foram testadas quanto a sua esterilidade e apirogenicidade,

antes da utilizagao.

4.7 Estudo Cinético Plasméatico do Colesterol Livre (CL) e do Ester de

Colesterol (EC)

O estudo da cinética da nanoemulséo artificial lipidica constitui um
ensaio “in vivo”.

Para os testes de cinética plasmatica foi utilizada a nanoemulséo
descrita no item 4.6, onde foram adicionados a mistura de lipides, 70kBq de
éster de colesterol-**C (EC-**C) e 121kBq de colesterol livre-*H (CL-*H)
(Amersham International — Reino Unido), em média, conforme o numero de
participantes avaliados, sendo que cada participante recebe 40.000 cpm de
marcacgao radioativa.

Foi, primeiramente, colhida uma amostra dos participantes para as
determinacdes bioquimicas. Logo apoés, foram entédo injetados 40.000 cpm de
radioatividade (cerca de 100uL) da nanoemulsado artificial lipidica e colhidas
amostras de sangue (6,0 mL) em tubos de ensaio contendo 250U.l. de
heparina sddica (Roche — Brasil), em intervalos pré-determinados, 5 minutos, 1,
2, 4, 6, 8 e 24 horas. Aliquotas de 1,0 mL de plasma foram pipetadas em
frascos de cintilacdo. Foram acrescentados a esses frascos, 5,0 mL de solucao

Ultima GoldTM XR (Packard — Groningen, Holanda) para a determinacdo da
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radioatividade presente nas amostras, utilizando-se um contador Beta

(Packard, modelo 1660 TR, EUA).

4.7.1 Analise compartimental dos dados cinéticos

A radioatividade presente nas amostras de plasma dos participantes foi
utilizada para tragar as curvas de decaimento plasmatico e para o calculo dos
parametros cinéticos dos componentes lipidicos radioativos da emulséo, por
meio do programa computacional de analise compartimental ANACOMP®
versao 4.1 (LIMA et al 2009).

A curva de decaimento plasmatico da nanoemulsdo apresenta um perfil
biexponencial com um répido decaimento inicial, seguido de um decaimento
mais lento. Esse perfil levou a adocdo de um modelo com quatro
compartimentos, dois para o éster de colesterol-**C e dois para colesterol livre-
3H, a partir do qual foram calculados os parametros cinéticos (K) para cada
marcacgao da nanoemulsao.

Os compartimentos e os parametros cinéticos desse modelo (FIGURA 2) sédo
definidos do seguinte modo:

« compartimento 1. representa a nanoemulséo introduzida no espaco

intravascular, assim como foi injetada.

* compartimento 2: representa a nanoemulsdo apds aquisicdo de

apolipoproteinas, no plasma.

« Taxas fracionais de transferéncia (K).

o Kjo: representa a remocao néo especifica da nanoemulséo.
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o Kjo: representa a transformagéo da nanoemulsdo pela aquisicao
de apolipoproteinas.

o Kjo: representa a remocédo da nanoemulsdo do compartimento
plasmatico para o0 espaco extravascular, por meio da captacao

principalmente hepética.

extravascular

FIGURA 2. Modelo compartimental utilizado para analisar a cinética

plasmaética do colesterol livre-*H e do éster de colesterol-**C da nanoemuls&o.

Para o primeiro compartimento sua variagdo de concentracdo pode ser
definida pela equacéao diferencial de primeira ordem:

dC,(t)
at

_(kl,O + kl,z) : Cl (t) (1)
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O segundo compartimento é alimentado pelo primeiro compartimento e
tem uma saida de K, e da mesma forma, sua variagdo de concentragdo pode

ser definida por:

Uk, -k, 0 @

Aplicando a transformacao de Laplace na equacdo (1) e (2), onde Ci(s)

= L(Ci(t)) é o transformador de Laplace de Ci(t) alterando a variavel tempo 't" a

frequéncia 's' variavel temos:
$C1(s) —Cyg = —(ky, +kio)-Ci(s)=®  (s+ky, +k; o) Ci(s)+0-C2(s) =Cy 3)

sC2(s) =Ky, 'C1(s) =Ko -C2(8) =  —k;,-Ci(s)+(s+k,,) C2(s)=C,, (4)

onde Cy e C, séo a concentragdo inicial de radiofarmaco em compartimentos

C: e C,, respectivamente. No presente estudo C, =0

Reescrevendo o sistema de equacdes (3) e (4) em notacdo matricial

temos:
(s+ky, +Kyp) 0 _ Ci(s) :|:Cl,0:|
{ —ky, (s+k2,0)} LZ(SJ 0 (5)
Reorganizando:
Ci(s) |_[G+kiztkyg) 0 } [c}
[CZ(SJ |: —ky, (s +kzp) 0 ©)

e invertendo a [K] da matriz:
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(5 +Ky0) ;
Ci(s) | | (s+ky, +Kyg)-(s+Ky0) Cio
C2(s) ) —Kuo (s+ky, +Kio) 10 0

(S + k1,2 + kl,O) ' (5 + kz,o) (S + kl,Z + kl,o) : (5 + kz,o)

Finalmente, aplicando o inverso da transformacéo de Laplace: C, (t) =L™
(Ci(s) :%) usando o algoritmo Heaviside onde Q(s)= (s+Kk,, +k,,)-(s+k,,) €

Pi(s), o elemento numerador respectivo do produto da matriz (7), temos:

C,(t) = C1,0-g (4210 ®)
C2 (t) = _ k1,2 i Cl'o . e_(k1,2+k1,0)'t + - kl,2 : C1,0 e—k2,OAt (9)
Kyo = (Kyp +Kip) (ky, +Kyi o) —Kyg

Portanto, o primeiro compartimento € governada por uma equacao de
mono-exponencial, enquanto o segundo compartimento é governada por uma
equacao bi-exponencial, como demonstrado.

Para representar a remocdo das particulas foram utilizados os
parametros denominados taxas fracionais de remocédo (TFR), em h-1, dos
lipides marcados.

TFR = (K10 + K12) XKoo/ K12 + Kz

4.8 Auséncia de Risco Radiolégico

O meétodo descrito abaixo permite estimar que os participantes deste
estudo receberam por dose injetada de éster de colesterol-**C, 0,26 mGy no
intestino grosso inferior, 0,5 mGy no intestino grosso superior, 0,18 mGy na
pele, 0,13 mGy na superficie dos ossos e 0,13 mGy no figado. A dose recebida

pelos pulmdes, coracéo, ovarios ou testiculo é desprezivel. A dose de radiacao
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induzida pela injecdo dos radioisétopos € menor que a obtida com a maioria
dos procedimentos radioldgicos, sendo cerca de 10 vezes menor que a dose
induzida por uma radiografia de cranio (ALTMAN & DITTMER, 1974). A dose
radiolégica que foi injetada e avaliada de acordo com as normas da
"International Commission on Radiological Protection” (ICRP) (SOWBY, 1984).
O parametro "Annual Limit for Intake" (ALI) de radionuclideo é definido como a
quantidade de radioisétopo que induz a uma dose equivalente de 50 mSv. Para
componentes organicos marcados com **C ou *H, os valores de ALl sd0 9 x
107 e 3 x 109 Bq, respectivamente. No presente estudo, a dose injetada de **C
foi de 22,2 x 104 Bq, o0 que equivale a: (22,2 x 104 Bq /9 x 107 Bq) x 50mSv =
0,1233mSv. Para o °H, a dose injetada foi de 44,4 x 104 Bq, portanto a dose
equivalente: (44,4 x 104 Bg / 3 x 109 Bq) x 50 mSv = 0,0075 mSv. A dose
equivalente incorporada no corpo inteiro em consequéncia da exposicao aos
lipidios radioativos foi estimada em 0,04 mSyv, conforme avaliado pelo método
MIRD - Medical Internal Radiological Dosimetry (SMITH, 1977). Em
conformidade com as normas de protecdo radiolégica (Comissdo Nacional de
Energia Nuclear, 1988), este valor € muito inferior ao maximo permitido, de 1

mSv/ano para populacdo em geral.

4.9 Determinagcdo da Transferéncia de Lipides de uma Nanoemulséo

Lipidica Artificial para a HDL.

Para os testes de transferéncia de lipides utilizamos a técnica descrita
por LO PRETE e colaboradores (2009). Esse método utiliza duas

nanoemulsdes lipidicas, uma marcada radioativamente com éster de colesterol-
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3H e fosfolipides-**C e a outra por colesterol livre-**C e triglicérides-*", 50uL de
cada uma dessas nanoemulsdes. Foram incubadas com 200 pL de plasma
cada por 1 hora, a 37°C em agitador orbital Gyromax 706R, sob agitacéo de 40
rom. Em seguida, foram adicionados 250uL de reagente de precipitacdo de
lipoproteinas contendo apo B (0,2% sulfato de dextran / 0,3 mol/L MgCl,). A
solucéo foi agitada em vortex por 30 segundos e em seguida centrifugada por
10 minutos a 3.000 rpm. Aliquotas de 250 pyL do sobrenadante, contendo a
HDL foram pipetadas em frascos de cintilagdo e foram adicionados 5,0 mL de
solucédo cintiladora Ultima Gold (PerkinElmer, Boston, USA). A radioatividade
presente nas amostras foi quantificada em contador Beta (Liquid Scintilillation
Analyzer, Packed 1600 TR, Palo Alto, CA) com a utilizacdo do Software Plus
Vers 5.01 da Diamond Computers, para obtencdo das contagens de **C e °H
das amostras. O branco neste experimento consiste em um mistura de 200uL
de solugcdo tampéo Tris-HCL e 50uL de nanoemulséo, incubada e precipitada
nas mesmas condi¢cdes acima. O valor de radioatividade total presente na
amostra foi determinado pela incubagédo de 200uL de plasma com 50uL de
nanoemulsdo artificial lipidica, seguida de incubacdo, porém sem adicdo de
reagente precipitante. As transferéncias de éster de colesterol, fosfolipides,
colesterol livre e triglicérides estdo expressas em porcentagem de

radioatividade transferida da nanoemulséo lipidica para a HDL.

4.10 Analise Estatistica

Para a comparacao entre os dois grupos foi utilizado o teste t de Student

nao pareado (ROSNER, 1986), apos confirmacdo de distribuicdo gaussiana,
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testada através do método de Kolmogorov e Smirnov. Em todas as andlises
efetuadas, o nivel de significancia utilizado para os testes foi de 5%.
O software utilizado para a realizagdo dos testes foi o GraphPad Prism

3.02.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracteristicas Clinicas

Caracteristicas clinicas dos grupos de estudo estdo apresentadas na
TABELA 1, observa-se que os grupos sdo semelhantes: idade, peso, altura,
IMC e porcentagem de gordura corporal. No entanto, a circunferéncia
abdominal (CA) foi menor no grupo de treinamento resistido quando
comparado com o grupo sedentario (84 £ 7 cm vs 90 £ 12 cm, p = 0,0036) e 0
VO,méax foi maior no grupo de treinamento resistido quando comparado com o

grupo sedentéario (50 £ 6 cm vs 35+ 9 cm, p < 0,0001)

TABELA 1. Caracteristicas clinicas e corporais e capacidade

cardiorrespiratdria dos grupos.

Treinamento Resistido Sedentario

Parametros p
(n=15) (n=15)

Idade (anos) 25+5 287 0,3162
Peso (kg) 79+9 78 + 14 0,8612
Altura (cm) 176 £ 9 174 £5 0,6679
IMC (kg/m?) 25+ 2 25+ 4 0,7187
Gordura (%) 165 19+6 0,2306
CA (cm) 84+7 90+ 12 0,0357
VO,max (mL/kg/min) 50+ 6 359 <0,0001

IMC = indice de massa corporal, CA = circunferéncia abdominal, VO,max = consumo maximo
de oxigénio, Gordura (%) = porcentagem de gordura corporal. Dados expressos em média *
desvio padrao. Significancia de valores avaliados por Teste t de Student.
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5.2 Determinagdes Bioquimicas

N&o houve diferenca nas concentracfes plasmaticas de colesterol total,

LDL-c, HDL-c, VLDL-c, triglicérides, TG/HDL, fi-HDL e glicose, entre 0s grupos

treinamento resistido e sedentario, conforme mostrado na TABELA 2.

TABELA 2. Concentracdes plasmaticas de lipides e de glicose dos grupos.

Treinamento Resistido Sedentario
Parametros p
(n=15) (n=15)

Colesterol Total (mg/dL) 159 £ 33 160 + 36 0,9290
LDL-c (mg/dL) 98 + 29 96 + 31 0,8114
HDL-c (mg/dL) 40 +9 45 + 12 0,1208
VLDL-c (mg/dL) 207 18+8 0,7488
TG (mg/dL) 96 + 26 87 + 26 0,2378
TG/HDL (mg/dL) 2,4+0,8 19+1,0 0,1543
fi-HDL (mg/dL) 118 + 30 112 + 36 0,5515
Glicose (mg/dL) 88+9 84+8 0,1420

LDL-c = colesterol da lipoproteina de baixa densidade, HDL-c = colesterol da lipoproteina de
alta densidade, VLDL-c = colesterol da lipoproteina de muito baixa densidade, TG =
triglicérides, TG/HDL = razdo TG/HDL, fi-HDL = colesterol ndo HDL Dados expressos em
média * desvio padréo. SignificAncia de valores avaliados por Teste t de Student.
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5.3 Cinética Plasmatica do Colesterol Livre-*H (CL-*H) e do Ester de

Colesterol-**C (EC-*C).

Como mostrado na TABELA 3, o grupo de treinamento resistido
apresentou aumento da taxa fracional de remocé&o (TFR) do éster de colesterol-
14C (p<0,002) e do colesterol livre-*H (p<0,041) em comparagdo ao grupo
sedentério.

O aumento nas TFR observado no grupo de treinamento resistido se
deve, provavelmente, ao aumento significativo do K, de ambos os éster de
colesterol e colesterol livre (p<0,0001 e p<0,013, respectivamente) (TABELA
3). Por outro lado, K, do éster de colesterol-**C, mas n&o do colesterol livre-
3H, estava aumentado no grupo de treinamento resistido (p=0,003) (Tabela 3).

Comparando-se as taxas fracionais de remocao dentro do mesmo grupo,
observou-se que a TFR-EC-'*C foi semelhante a TFR-EC-**C no grupo
sedentario, porém no grupo treinamento resistido a TFR-CL->H foi menor que a

TFR-EC-'*C (0,041 + 0,025 h™ vs 0,068 + 0,023 h™ p = 0,005) (TABELA 3).
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TABELA 3. Taxa fracional de remocéo (TFR) do colesterol livre-*H (CL-*H) e

do éster de colesterol-**C (EC-**C).

Treinamento Resistido Sedentario
Parametros p
(n=15) (n=15)

TFR-EC-*C (h™) 0,068+0,023 0,037+0,028 0,002
Ko EC-C (h™h 0,990+0,919 0,636+0,887 0,301
K2 EC-*C (h™) 1,796+1,403 0,596+0,959 0,003
Koo EC-C (h™) 0,052+0,022 0,017+0,013 <0,0001
TFR-CL-*H (h™) 0,041+0,025 0,022+0,023 0,041
Kio CL-*H (h™h) 1,151+0,924 1,037+0,902 0,743
Kiz CL-*H (h™h) 0,982+0,802 0,622+0,729 0,228
K20 CL-*H (h™h) 0,020+0,012 0,008+0,010 0,013

TFR-EC-"C = taxa fracional de remocao do éster de colesterol-'*C, TFR-CL-°H = taxa fracional
de remocéo do colesterol livre-*H. Dados expressos em média + desvio padrdo. SignificaAncia
de valores avaliados por Teste t de Student.

As FIGURAS 3,4,5,6,7 e 8 mostram a cinética da nanoemulsdo do

colesterol livre->H e do éster de colesterol no compartimento Kio e Kyo dos

grupos Treinamento Resistido e Sedentario.
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FIGURA 3. Cinética da nanoemulsdo do colesterol livre-*H no compartimento
K10 dos grupos Treinamento Resistido e Sedentario. Dados expressos em

meédia + desvio padrao.
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FIGURA 4. Cinética da nanoemulsdo do éster de colesterol-**C no
compartimento K;o dos grupos Treinamento Resistido e Sedentario. Dados

expressos em média + desvio padrao.
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FIGURA 5. Cinética da nanoemulsdo do colesterol livre-*H no compartimento
Koo dos grupos Treinamento Resistido e Sedentario. Dados expressos em

meédia + desvio padrao.
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FIGURA 6. Cinética da nanoemulsdo do éster de colesterol-**C no
compartimento K;o dos grupos Treinamento Resistido e Sedentario. Dados

expressos em média + desvio padrao.
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FIGURA 7. Cinética da nanoemulsdo do éster de colesterol-*C e do colesterol
livie->*H no compartimento K, no grupo Sedentario. Dados expressos em

meédia + desvio padrao.
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FIGURA 8. Cinética da nanoemuls&o do éster de colesterol-**C e do colesterol
livie-*H no compartimento K,o no grupo Treinamento Resistido. Dados

expressos em média + desvio padrao.



84

5.4 Determinacdo da Taxa de Transferéncia de Lipides de uma

Nanoemulséo Lipidica Artificial para a HDL.

Na TABELA 4, estdo mostradas as porcentagens de transferéncia de
triglicérides-°H, fosfolipides-**C, colesterol livre-*H e éster de colesterol-**C da
nanoemulsdo para HDL estdo expressos em porcentagem (%). N&do houve

diferenca nas taxas de transferéncia dos lipides para a HDL entre os grupos,

TABELA 4. Porcentagem de transferéncia dos lipides de uma nanoemulsdo

para a HDL dos grupos.

Treinamento Resistido Sedentéario
Parametros p
(n=15) (n=15)
Triglicérides-*H (%) 72+1,1 6,5+1,1 0,1076
Fosfolipides-**C (%) 14,8+ 1,6 16,7 +3,5 0,0936
Colesterol livre-*H (%) 9,3+2,6 10,2 +1,7 0,2808
Ester de colesterol-**C (%) 3,3+0,6 3,7+0,9 0,2217

Dados expressos em média + desvio padréo. Significancia de valores avaliados por Teste t de
Student, para colesterol livre e éster de colesterol. Significancia de valores avaliados por Teste
t de Student com correcdo de Welch, para triglicérides e fosfolipides.

5.5 Determinagdo do Diametro da Particula de HDL, da Atividade da

Paraoxonasel (PON1) e da Concentragcdo de LDL Oxidada (LDLoX).

Como mostrado na TABELA 5, a concentracao de LDL oxidada do grupo

treinamento resistido foi menor que o grupo sedentario (p=0,0005).
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N&o houve diferenca no didmetro da particula de HDL e na atividade da

PONL1 entre os grupos treinamento resistido e sedentério (TABELA 5).

TABELA 5. Determinagéo do diametro da HDL, atividade da Paraoxonasel e

concentragéo da LDL oxidada dos grupos.

Treinamento

Parametros Sedentario p
Resistido

Diametro da HDL (nm) (n=15) 98+19 9,3+0,9 0,369

PON1 (hmol min™ mL™) (n=8) 62 + 38 110 + 56 0,066

LDLox (U/L) (n=8) 30+9 61+ 19 0,0005

PONL1 = paraoxonase 1, LDLox = lipoproteina de baixa densidade oxidada. Dados expressos
em média + desvio padréo. SignificAncia de valores avaliados por Teste t de Student. Apenas
para Didmetro da HDL, significAncia de valores avaliados por Teste t de Student com corregéo

de Welch.
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6. DISCUSSAO

A préatica regular de exercicio fisico esta diretamente associada a
diminuicdo dos fatores de risco cardiovascular e seus beneficios ja estdo bem
estabelecidos na literatura (Haskell et al., 2007; Hamer e Stamatakis, 2009). No
entanto, os mecanismos pelos quais esses beneficios ocorrem ainda nao estédo
totalmente esclarecidos.

No presente estudo, individuos jovens e saudaveis submetidos a um
programa de treinamento resistido (TR) apresentaram em comparagcdo a
individuos sedentarios com caracteristicas e perfil lipidico semelhantes,
remocdo plasmética acelerada do colesterol livre e esterificado da
nanoemulsao lipidica, e concentra¢do de LDL oxidada diminuida, o que sugere
que o TR acelera o metabolismo da LDL, diminuindo as chance de oxidag&o
dessa lipoproteina. Além disso, esses individuos mostraram também menor
circunferéncia abdominal e maior VO,max que o grupo sedentario. Em trabalho
realizado anteriormente, que utilizou a mesma nanoemulsdo lipidica,
observaram-se resultados similares com treinamento aerébio (Vinagre et al.,
2007), indicando que a remogé&o plasmatica da LDL esta correlacionada com o
VO,max.

A simples determinacdo dos niveis plasmaticos de LDL-c podem né&o
refletir alguns aspectos do metabolismo da LDL. Portanto, estudos de cinética
plasmatica da LDL s&o importantes para o entendimento da fisiopatologia do
metabolismo desta lipoproteina e da aterosclerose (Melo et al., 2005). Nesse

sentido, utilizamos uma nanoemulsdo lipidica artificial, que se liga aos
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receptores de LDL (Maranh&o et al., 1997) para explorar pela primeira vez o
metabolismo intravascular da LDL em individuos com TR.

A avaliacdo da cinética da nanoemulsdo in vivo, que reflete o
comportamento da LDL na circulagdo, € representada pela taxa fracional de
remoc&o do colesterol livre (TFR-CL-H) e taxa fracional de remocédo do éster
de colesterol (TFR-EC-*C) (Maranh&o et al., 1997). Nosso estudo mostrou que
ambas TFR-EC-'*C e TFR-CL-*H foram aproximadamente 2 vezes maior no
grupo TR do que no grupo sedentério. Além disso, observamos que a TFR-CL-
®H foi menor que a TFR-EC-**C no grupo TR, enquanto que n&o houve
diferencas nas TFR nos individuos sedentarios.

Como o éster de colesterol se encontra no interior da nanoemulsao,
pode-se assumir que o TR promova a remocdo da particula inteira da
circulacdo. A aceleracdo na remoc¢ao da nanoemulsdo a circulagdo sanguinea
provavelmente esta relacionada ao aumento da atividade dos receptores de
LDL induzida pelo treinamento fisico, jA que a remoc¢ao dessa particula ocorra
pelos mesmos receptores da LDL natural (Maranh&o et al., 1997). Vinagre e
colaboradores (2007) mostraram que camundongos submetidos a treinamento
aerObio em esteira por 4 semanas apresentam maior captacdo da
nanoemulsdo no musculo esquelético e menor captacdo no figado quando
comparado a camundongos nao treinados. Porém o mesmo treinamento em
camundongos knock-out para receptor de LDL n&o mostrou alteragbes na
captacdo da nanoemulsdo no musculo esquelético e no figado (Vinagre et al.,
2007). Esses resultados mostram que o aumento da atividade do receptor de
LDL no musculo esquelético pode ser uma via pela qual o exercicio fisico

acelera a remocéo da LDL-c da circulacdo. O TR promoveu uma remocao do



89

éster de colesterol da nanoemulsdo similar a outros estudos com treinamento
aerobio (Vinagre et al., 2007; Ficker et al.,, 2010). Assim como em noSSO
estudo, Vinagre e colaboradores (2007) mostraram que a TFR-EC-'*C estava
aproximadamente 5 vezes maior em ciclistas amadores do que em individuos
sedentarios com concentracfes plasmaticas de LDL-c semelhantes. Do mesmo
modo, em individuos com altas concentragbes plasmaticas de LDL-c, o
treinamento aerébio por 4 meses aumentou a TFR-EC-*C e diminuiu os niveis
plasmaticos de LDL-c (Ficker et al., 2010).

O colesterol livre esta localizado na superficie da lipoproteina e é mais
instavel que o éster de colesterol, podendo se dissociar das lipoproteinas e
eventualmente precipitar em outros tecidos, como artérias e figado (Couto et
al., 2007, Hoofnagle et al., 2009). Em estudo anterior, o colesterol livre da
nanoemulsdo foi removido mais rapidamente da circulacdo em pacientes
hipercolesterolémicos com DAC do que em individuos hipercolesterolémicos
sem DAC, sugerindo que em pacientes com DAC, o colesterol livre poderia se
dissociar, determinando entdo sua remocdo mais acelerada (SANTOS et al.,
2003). Interessantemente, no presente estudo, o grupo TR apresentou
remogé&o mais lenta do colesterol livre do que o éster de colesterol, ao contrario
dos individuos sedentarios que mantiveram a remoc¢ao de ambos componentes
com resultados semelhantes. A cinética do colesterol livre no plasma e sua
relacdo com o treinamento fisico ndo havia sido pesquisada previamente. A
remocao acelerada do colesterol livre no grupo TR em comparagdo ao grupo
sedentario requer cuidado na sua interpretacdo, porém talvez essa acdo do
exercicio possa ser importante, intuida no aspecto que o colesterol livre em

excesso ha circulacdo pode se depositar na parede dos vasos e perturbar o
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metabolismo das células musculares lisas e endoteliais, induzindo o aumento
da secrecdo de fatores pro-inflamatérios e, possivelmente, a apoptose de
macréfagos, que representam caracteristicas importantes na progressdo de
placas ateroscleréticas instaveis (Couto et al., 2007).

Nossos resultados denotam de uma obscura interpretacdo, porém, pode
indicar que o TR tem inesperados efeitos no metabolismo das lipoproteinas. A
aceleracdo na remocdo da nanoemulsdo nos individuos treinados pode ser
devido ao aumento do K;o do éster de colesterol e do colesterol livre
promovido pelo treinamento resistido. Em adi¢do, o K, do EC foi maior que o
K20 do CL no grupo TR. O K3, mostra a remogéo da nanoemulsdo do plasma
apos incorporacdo da apolipoproteina, sendo esta, a saida especifica da
nanoemulsdo na circulacdo (Couto et al., 2007). Dessa forma, nossos
resultados sugerem que tanto a remocdo da nanoemulsdo quanto a
incorporacao da apolipoproteina € maior no grupo TR, sendo este um possivel
mecanismo pelo qual o TR promova diminuicdo do risco de DAC, por meio de
seus efeitos benéficos no metabolismo de lipides.

No presente estudo, o TR mostrou uma menor concentragdo de LDL
oxidada (LDLox) no plasma comparado com o grupo sedentéario, confirmando
estudos anteriores que mostraram que o TR é capaz de diminui a oxidacdo da
LDL (Schjerve et al., 2008). Nossos resultados refletem uma aceleragédo do
clearance plasmatico da nanoemulsdo, o que pode reduzir a oxidacdo da
lipoproteina tanto na circulagdo sanguinea como no espaco subendotelial
(Griffin, 1999; Muller e Morawietz, 2009). Os mecanismos pelos quais o0 TR
afeta a funcdo endotelial continuam desconhecidos (Stenvold et al., 2010),

embora a melhora na funcdo endotelial seja possivelmente pelo aumento da
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capacidade de resposta da musculatura lisa do vaso via 6xido nitrico (NO)
(Cohen et al., 2008). Em adicdo, Schjerve e colaboradores (2008) mostraram
que a melhora no aspecto antioxidante ap6s o TR indica que a diminuicdo do
estresse oxidativo seja devido as espécies reativas de oxigénio (ROS) e a LDL
oxidada estarem diminuidas, o que aumentaria a biodisponibilidade de NO no
musculo.

Apesar da comparacdo entre TR e treinamento aerdbio ser dificultada
pela variacdo dos protocolos de treino, como duracéo, intensidade e frequéncia
semanal, 0 VO,méax nos individuos do grupo TR foi maior do que no grupo
sedentario, assim como em ciclistas amadores (Vinagre et al., 2007). Em
adicao, Irving e colaboradores (2011) mostraram uma relagcdo inversa entre
VO,max e LDL pequena e densa em individuos saudaveis. Interessantemente,
no presente estudo, observou-se uma correlacdo positiva entre o K, éster de
colesterol e 0 VO,méax, dando suporte a hipétese de que quanto melhor o
condicionamento fisico maior a capacidade de remocao da LDL da circulacgéo.
A mesma correlacdo ocorreu entre o Ko colesterol livre e o VO,max,
reforcando o conceito da a¢édo do exercicio nas lipoproteinas.

Nesse estudo, utilizou-se o parametro VO,max para a avaliacao do nivel
de aptiddo fisica dos participantes, ja que este é o padrdo ouro para
determinacdo da capacidade cardiorespiratoria. Existem controversas na
literatura sobre a acdo do TR na melhora do VO,max, principalmente pela
especificidade do treinamento, pois 0 teste ergoespirométrico € realizado
geralmente em esteira ou bicicleta e o TR € realizado com pesos. Paavolainen
e colaboradores (1999) observaram uma melhora no desempenho de

corredores de 5 km, quando submetidos também ao TR, porém sem alteractes
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na VO,max. Além disso, Kallinen e colaboradores (2002) ndo observaram
melhora no VO,max em idosos saudaveis apdés 18 semanas de TR. Ao
contrario, outros estudos mostraram aumento do VO,max em 16 semanas
(Williams et al., 2011) e em 6 meses de TR (Vincent et al., 2003). Esses dados
foram confirmados no presente estudo, no qual o grupo TR apresentou o
VO_,max maior do que no sedentario, mostrando os efeitos do TR na aptiddo
cardiovascular. Alteracbes no VO,méax podem estar relacionadas com maior
expressdo de PGC-1a (peroxisome-proliferator-activated receptor y co-activator
la) e maior atividade da SERCA (sarcoplasmic/endoplasmic reticulum
Ca,+ATPase), indicando um melhor desempenho do musculo esquelético
(Schjerve et al., 2008). Entretanto, o TR de alta intensidade pode diminuir o
risco de doenca arterial coronaria em homens independente do VO,max, peso
e composicao corporais (Hurley et al., 1988).

Os individuos dos grupos estudados foram pareados por idade, sexo e
principalmente pelos valores das concentracfes plasmaticas de LDL-c, HDL-c
e triglicérides. Apesar dos valores de IMC e da porcentagem de gordura
corporal ser iguais em ambos 0s grupos, a circunferéncia abdominal (CA) foi
menor no grupo TR em comparagdo ao sedentario. Wildman e colaboradores
(2011) mostraram que o aumento da CA em mulheres de meia idade esta
associado com uma maior espessura da camada intima média da carétida,
além de outros fatores de risco cardiometabdlicos, como aumento das
concentracbes plasmaticas de triglicérides e diminuicdo de HDL-c. Como a
obesidade abdominal e o sedentarismo sdo associados aos fatores de risco
cardiovascular (Yusuf et al., 2004; Wildman et al., 2011). Rana e colaboradores

(2011) sugerem que a circunferéncia abdominal e o sedentarismo sejam fortes
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preditores de risco para DAC em homens e mulheres. Além disso, ja foi
demonstrado que o TR melhora os fatores de risco cardiometabdlicos, incluindo
a obesidade abdominal (Treuth et al., 1995; Ibafiez et al., 2005) e a diminuicéo
da CA pode ser maior apés o TR do que do treinamento aerdbio em individuos
obesos portadores de diabetes mellitus tipo 2 (Nq et al.,, 2011). No presente
estudo, a diminuicdo da CA observada no TR se deve, provavelmente, a alta
intensidade do TR e alto dispéndio de energia (Hunter et al., 2000; Ormsbee et
al., 2007). Em adicdo, Ormsbee e colaboradores (2007) mostraram que uma
Unica sessao de TR é capaz de aumentar a lipélise da regido abdominal. Além
disso, observamos uma correlacdo inversa entre CA e o VO,max, indicando
que quanto melhor a capacidade cardiorespiratoria menor a probabilidade de
obesidade abdominal.

Quanto aos parametros clinicos, os grupos TR e sedentario nao
apresentaram diferenca entre as concentracfes plasmaticas de lipides.
Existem resultados conflitantes na literatura sobre os efeitos do TR nas
concentracbes plasméaticas de lipides, porém uma revisdo abrangente
observou que em 25 estudos ndo mostraram melhora no perfil da LDL-c com o
TR, enquanto que em 19 estudos foram observados diminuicdo na
concentracdo plasmatica de LDL-c (Silva et al., 2010). Nesta mesma revisao,
se constatou que em 18 estudos ndo observaram melhora e 13 estudos
mostraram aumento (Silva et al., 2010). Esses dados controversos na melhora
do perfil lipidico podem ser devido a diferenca entre os protocolos de
treinamentos e a escassez de protocolos padronizados. Alguns estudos
controlados e randomizados observaram melhora nas concentracdes

plasmaticas de lipides apenas com TR (LeMura et al., 2000; Takeshima et al.,
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2004; Ades et al., 2009; Sillanpaa et al., 2009; Maesta et al., 2007; Kraemer et
al., 2007; Kelley e Kelley, 2009; Ghahramanloo et al., 2009). O mecanismo pelo
qual o exercicio melhora o perfil lipidico ainda ndo esta claro, no entanto, se
sabe que a membrana muscular € constituida aproximadamente por 13%, de
colesterol, portanto, a reducdo dos niveis plasmaticos de LDL-c, apds o TR,
pode ocorrer devido a saida de colesterol do plasma para o musculo,
fornecendo substrato para a sintese de novas membranas celulares (Paschalis
et al., 2011). Além disso, analises moleculares por meio de bidpsia no musculo
esquelético suportam a hipétese de que os lipides do plasma podem ser
usados para aumentar a biossintese lipidica (Mahoney et al., 2008).

Recentes estudos tem sugerido que a relacdo entre HDL e risco
cardiovascular € mais complexa e vai além da concentracdo plasmatica da
HDL-c no plasma (Tsompanidi et al., 2010). O aumento da concentracdo
plasmatica da HDL-c com o TR pode ocorrer pelo aumento da atividade da
lipase lipoproteica, com isso, pode ocasionar um aumento da degradacdo do
triglicérides da VLDL e diminuicdo das particulas de lipoproteinas (Paschalis et
al.,, 2011). Dessa forma, abre-se a possibilidade de gerar um reservatoério
excedente de lipides que séo transferidos principalmente para HDL-c (Frayn et
al., 2003). O processo de transferéncia dos lipides de outras lipoproteinas para
a HDL esta associado a habilidade da HDL em promover melhora no efluxo de
colesterol (Sviridov e Nestel, 2002; Barter el al., 2003), que é o transporte do
colesterol dos tecidos periféricos para o figado, conhecido como transporte
reverso de colesterol (Asztalos et al.,, 2011; Eckardstein et al., 2001). Para
avaliar a transferéncia de lipides para a HDL, em nosso laboratorio, utilizamos

a nanoemulsdo lipidica artificial, marcada com lipides radioativos, como
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doadora de lipides. Para que ocorra a transferéncia de triglicérides, é
necesséria a presenca da proteina de transferéncia de éster de colesterol
(CETP) (Stein e Stein, 2005). A lipdlise de lipoproteinas promove tanto a
liberacdo de fosfolipides quanto de colesterol livre, que podem ser transferidos
para a HDL pela CETP e pela proteina de transferéncia de fosfolipides (PLTP)
(Wang e Briggs, 2004; Van Tol, 2002). Resultados divergentes tem sido
reportados quanto aos efeitos do exercicio fisico na massa e na atividade da
CETP. Um recente estudo mostrou que o treinamento aerébio ndo altera a
funcdo da CETP (Rocco et al, 2011), enquanto que outros estudos
demonstraram um aumento da funcdo da CETP, e também da PLTP em
individuos portadores de diabetes mellitus tipo 2 e de sindrome metabdlica (De
Vries et al.,2006, Le Goff et al.,, 2004; Ai et al., 2001), associacdo entre a
diminuicdo de massa da CETP com aumento da concentracdo plasmética de
HDL-c em pacientes com diabetes mellitus tipo 2 (Jonker et al.,, 2010) e
associacdo entre menor atividade da PLTP com diminuicdo de risco
cardiovascular (Vergeer et al., 2010). Adicionalmente, individuos saudaveis
submetidos ao sedentarismo extremo, por 35 dias de repouso em uma cama,
apresentaram aumento da massa da CETP e diminuicdo da concentracdo de
HDL-c, além da associacao positiva entre esses dois parametros (Mazzucco et
al., 2010). Entretanto, Tchoua e colaboradores (2010) observaram que HDL
mais rica em fosfolipides realiza de forma mais eficiente o transporte reverso
de colesterol. Além disso, um recente estudo mostrou que a transferéncia de
ester de colesterol e colesterol livre apds 3 meses de treinamento aerébio esta

aumentada em individuos com sindrome metabdlica, possivelmente devido as
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alteragcbes na composicdo da HDL estarem sendo favorecidas pela acao
enzimatica (Casella-Filho et al., 2011).

No presente estudo, ndo foram observadas diferengcas nas taxas de
transferéncias de triglicérides, éster de colesterol, fosfolipides e colesterol livre
para HDL em ambos o0s grupos. Esses resultados podem ser devido aos
aspectos de perfil lipidico e metabdlico da HDL (concentracdo plasmatica de
HDL-c, tamanho da HDL e atividade da PON1) serem semelhantes entre os
grupos estudados. Neste sentido, alguns estudos mostraram manutencdo da
concentracdo plasmatica de HDL-c com o TR (Warner et al., 2010; Wooten et
al., 2011). Além disso, a composicao e estrutura da HDL podem interferir na
sua capacidade de receber lipides. Barter e Rye (2006) descreveram que o
tamanho da particula de HDL esté relacionado principalmente com contetido de
éster de colesterol presente no interior da particula. Esse fato poderia explicar
a semelhanca na taxa de transferéncia de lipides para a HDL em ambos os
grupos, ja que os dois grupos apresentaram valores de tamanho de HDL
semelhantes.

A maioria dos estudos mostra uma associacao inversa entre subclasses
maiores da HDL (HDL2, HDL2b, a-1) e DAC (Yu et al., 1999; Asztalos et al.,
2011), no entanto, essa associac¢do ainda é controversa (Vergeer et al., 2010;
Asztalos et al., 2011). O treinamento aerébio moderado associado a perca de
peso em mulheres aumenta o diametro de HDL (Brown et al, 2009), entretanto,
um interessante estudo mostrou que 6 meses de treinamento aerébio nao
alterou o tamanho da HDL-1 (Seip et al., 2006). Esses dados corroboram com
o resultado obtido nesse estudo, no qual ndo foi observado diferenca no

diametro da HDL entre os grupos.
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Assim como na avaliagdo do didmetro da HDL, o presente estudo € o
primeiro a mostrar a relagdo do TR com a atividade da PON1. Apesar do nosso
resultado ndo demonstrar diferencas entre os grupos estudados, a relacao da
PON1 com o exercicio fisico na literatura ainda é conflitante. O treinamento
aerébio associado a perda de peso reduz a atividade da PON1 em individuos
obesos (Rector et al.,, 2007), enquanto que, em individuos com sindrome
metabolica submetidos a 3 meses de treinamento aerébio a atividade da PON1
estd aumentada (Casella-Filho et al., 2011). Nossos dados sdo semelhantes ao
de Iborra e colaboradores (2008), que n&o observaram alteracdo na atividade

da PON1 com o treinamento aerdbio crénico e agudo.



98

CONCLUSAO




99

7. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo mostram que o treinamento resistido
nao altera os parametros relacionados ao metabolismo da HDL. No entanto, o
treinamento resistido renova mais rapidamente o “pool” de LDL, por meio do
aumento do ‘turnover” dessa lipoproteina e, consequentemente, diminui o
tempo de sua permanéncia na circulacdo. Portanto, o treinamento resistido
pode tornar a LDL menos suscetivel a processos oxidativos e aterogénicos,
devido a menor concentracdo de LDL oxidada no plasma. Esses efeitos do
treinamento resistido provavelmente constituem um importante mecanismo de

prevencao para doenca arterial coronaria.
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