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ABSTRACT

A diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é uma doenca cronica muito prevalente, caracterizada por um
estado hiperglicémico decorrente da resisténcia a insulina nos tecidos periféricos e associada a
importantes niveis de morbidade e mortalidade no Brasil e no mundo. Sabe-se que o estado pro-
trombético é importante fator na morbimortalidade da doenca, e a sinalizagdo purinérgica e o
estresse oxidativo podem exacerbar esses processos. Diante disso, o exercicio fisico é capaz de
modular de forma benéfica estes componentes, no entanto, ainda ndo sdo conhecidos os efeitos
do treinamento misto em circuito em parametros purinérgicos plaquetarios e de estresse
oxidativo em mulheres com DM2. Assim, investigamos o efeito de um protocolo de
treinamento fisico misto em circuito com duracdo de 16 semanas nas ectonucleotidases de
plaguetas, bem como em niveis de oxidantes, antioxidantes e adenosina trifosfato (ATP) no
soro de mulheres com DM2. Esses parametros foram avaliados antes e apos a intervencao do
exercicio fisico, tanto no grupo diabetes quando no grupo controle, caracterizando um estudo
experimental transversal do tipo comparativo com grupo controle e de delineamento
quantitativo. Em plaquetas, apds a intervencdo, notou-se reducdo na atividade da enzima
ectonucleotidase difosfohidrolase (E- NTPDase) quando o substrato foi a adenosina difosfato
(ADP), e também diminuigdo nos niveis de ATP extracelular. Além disso, o exercicio promoveu
aumento de antioxidantes e diminuicdo de oxidantes. Logo, o exercicio fisico do tipo misto em
circuito mostrou-se uma valiosa estratégia na modulacdo de componentes muito importantes
para o controle da DM2 em mulheres ao atuar em favor de um padrdo de anti-agregacao

plaquetéria.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus; Sinalizacdo Purinérgica; Estresse oxidativo; Plaquetas;

Exercicio Fisico.



ABSTRACT

Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is an important cause of morbidity and mortality in Brazil
and worldwide. It is a very prevalent chronic disease, characterized by a hyperglycemic state
resulting from insulin resistance in peripheral tissues. It is well established that the
prothrombotic state is an important factor in the morbidity and mortality of the disease, and
purinergic signaling and oxidative stress can increase these processes. Taking this into account,
physical exercise can beneficially modulate these components, however, the effects of mixed
circuit training on purinergic and oxidative aspects of women with T2DM have not been studied
before. Therefore, we investigated the effect of a 16-week mixed circuit physical training
protocol on platelet ectonucleotidases, as well as levels of oxidants, antioxidants, and adenosine
triphosphate (ATP) in the serum of women with T2DM, these were evaluated before and after
the intervention of physical exercise, both in the diabetes group and in the control group. In
platelets, after the intervention, there was a reduction in the activity of the enzyme
ectonucleotidase diphosphohydrolase (E-NTPDase) when the substrate was adenosine
diphosphate (ADP) and also decreased levels of extracellular ATP. In addition, exercise
promoted an increase in antioxidants and a decrease in oxidants defenses. Therefore, physical
exercise of the mixed type in circuit proved to be a valuable strategy in the modulation of

essential components for controlling T2DM in women in favor of an anti-aggregation pattern.

Keywords: Diabetes Mellitus; Purinergic Signalling; Oxidative Stress; Platelets; Physical

Exercise
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1 INTRODUCAO

A DM2 é uma doenca epidémica de grande impacto na area da satde em nivel mundial,
levando a uma menor qualidade de vida e altos niveis de morbimortalidade (KHAN et al.,
2019). De acordo com o Atlas da Federacdo Internacional de Diabetes, no ano de 2021
(FEDERATION, 2019), 10% dos adultos viviam com a doenca no mundo, o que significa 537
milhdes de pessoas, e ha uma estimativa de que esse numero atinja 643 milhdes em 2030 e 783
milhdes em 2045. Além disso, a diabetes foi a causa de 6,7 milhdes de mortes no mesmo ano,
reforcando seuimpacto global na deterioracdo da saide e na mortalidade.

E caracteristico da DM2 um estado hiperglicémico decorrente de uma resisténcia & ag&o
da insulina ¢ uma disfun¢ao das células B pancreaticas (STUMVOLL; GOLDSTEIN; VAN
HAEFTEN, 2005). As principais causas de morbidade e mortalidade dessa doenga sdo suas
complicagcdes microvasculares, sendo elas a nefropatia, a neuropatia, a retinopatia e a disfuncéo
erétil (FASELIS et al., 2020), e macrovasculares, caracterizado por aterosclerose, inflamacgéo
vascular, vasoconstricdo e trombose, gerando um maior risco para eventos coronarianos e
cerebrovasculares (HENNING, 2018). As complicagdes macrovasculares derivam de uma
disfuncdo das células endoteliais, de uma fibrindlise inadequada e de um aumento na atividade
plaquetaria (KAUR; KAUR; SINGH, 2018).

Nesse contexto, a sinalizacdo purinérgica tem papel importante na ativacao e agregacdo
plaquetaria. Em resposta a um estimulo inicial as plaquetas secretam granulos densos que
contém altas concentracfes de nucleotideos, esses se ligam aos receptores do tipo P2Y e P2X
e levam a ampliacdo da resposta plaquetaria a estimulos como coldgeno e trombina
(HECHLER; GACHET, 2011). A partir desse processo um mecanismo de controle da ativagdo
plaquetaria, do crescimento do trombo e de sua estabilidade sdo as enzimas do sistema
purinérgico, que sdo capazes de controlar os niveis circulantes de ADP e ATP, sendo de suma
importancia pontuar que o ADP é um potente agregador plaquetario (DEAGLIO; ROBSON,
2011). A enzima NTPDase é capaz de hidrolisar o ATP e 0 ADP em AMP, ja a enzima ecto-
5’-nucleotidase (E-NT5) hidrolisa o AMP, formando a adenosina, um potente inibidor da
ativacdo plaquetaria (DEAGLIO; ROBSON, 2011).

Espécies reativas de oxigénio (EROS) também sdo de grande importancia para a
ativacdo plaquetaria, para o processo de cascata de coagulacdo e também no processo de
fibrinolise, fazendo com que as plaquetas sejam procoagulantes e agregantes (SARACOGLU,;
TETIK, 2018). Essas EROS séo formadas a partir de processos fisiologicos, principalmente nas
mitocondrias durante o processo de fosforilagdo oxidativa, mas também por enzimas

especificas, sendo sua


https://www.zotero.org/google-docs/?PXEsY9
https://www.zotero.org/google-docs/?PXEsY9
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concentracdo regulada por mecanismos antioxidantes (POLI et al., 2004). Uma vez que ha um

desbalanco entre agentes oxidantes e antioxidantes, favorecendo a formacgédo de EROS, aconteceo
chamado estresse oxidativo (SIES, 2018).

No contexto da DM2, as altera¢cdes metabdlicas levam a um aumento da producédo
mitocondrial de EROS nas células do endotélio, gerando o estresse oxidativo (GIACCO;
BROWNLEE, 2010). Dessa maneira, foram relatados também baixos niveis de antioxidantes
enzimaticos em pacientes com hiperglicemia e complicacGes relacionadas a DM2 (LODOVICI
et al., 2009), assim como baixos niveis de antioxidantes ndo enzimaticos e altos niveis de
marcadores de dano oxidativo foram evidenciados em pacientes com DM2 (ROCHETTE et al.,
2014).

Consoante a isso, sabe-se que o exercicio fisico pode melhorar o estado geral de satde.
O treino de forca isoladamente auxilia na melhora da composicéo corporal e da sensibilidade
insulinica (NERY et al., 2017). Enquanto o exercicio aerébico demonstrou reducdo dos niveis
de glicose e triglicerideos sanguineos, bem como, da presséao arterial sistémica (JELLEYMAN
et al., 2015; TOLEDO et al., 2007). Além disso, tanto o treinamento aerébico quanto o
treinamento resistido agem na sinaliza¢do purinérgica por diversos mecanismos (CARDOSO;
SILVERIO; DE OLIVEIRA MACIEL, 2021). Desse modo, quando exercicios aerébicos e
anaerobicos séo realizados alternadamente em uma mesma sesséo, ha uma nova modalidade de
exercicio, denominada treino misto em circuito (FLECK et al., 2017).

J& foi demonstrado que o treinamento fisico misto em circuito melhora parametros
hemodindmicos e antropométricos, bem como, diminui niveis glicémicos (MAIORANA et al.,
2002). Contudo, ndo héa estudos prévios demonstrando o seu impacto na atividade de parametros
da sinalizacdo purinérgica e de estresse oxidativo em mulheres com DM2. Nesse contexto,
nosso estudo tem o objetivo de avaliar o impacto de 16 semanas de treinamento misto em
circuito na sinalizacdo purinérgica em plaquetas, em parametros do estresse oxidativo, em

parametros hemodinamicos, bioquimicos e antropométricos em mulheres com DM2



2 METODOLOGIA

2.1 DELINAMENTO DO ESTUDO

15

A pesquisa possui delineamento quantitativo e caracteriza-se como um estudo

experimental transversal do tipo comparativo com grupo controle.

2.2 CRITERIOS DE INCLUSAO
221 GRUPO DIABETES
e Ser mulher;
e Ter entre 40 e 60 anos;
o Ser sedentaria — ndo ter praticado exercicio fisico regular nos ultimos 4 meses;
e Ter diagnostico estabelecido de DM2.
222 GRUPO CONTROLE
e Ser mulher;
e Ter entre 40 e 60 anos;
e Ser sedentaria — ndo ter praticado exercicio fisico regular nos ultimos 4 meses;
e Ndo ter diagnostico estabelecido de DM2.
2.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO
e Fazer exercicio concomitante ao do estudo;
e Alterar habitos alimentares;
e Faltar mais de 4 vezes consecutivas no treinamento fisico;
¢ Ndo alcancar frequéncia minima de 75% no treinamento fisico.

24 PACIENTES

Para este estudo foram selecionadas 21 voluntarias com diabetes mellitus tipo 2 da

cidade de Chapec06-SC, recrutadas em um Unico estagio, utilizando uma amostra aleatéria

de mulheres de 40 a 60 anos de idade. A diabetes estabelecida previamente era

caracterizada de forma consoante aos critérios laboratoriais da Diretriz da Sociedade

Brasileira de Diabetes: glicose em jejum>126mg/dL, glicose 2 horas ap6s sobrecarga com
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75g de glicose >200mg/dL, glicose ao acaso >200mg/dL com sintomas inequivocos de
hiperglicemia ou HbA1lc >6,5% (RODACKI et al., 2022).

Todas as voluntarias consentiram em participar do estudo a partir da assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). O protocolo foi aprovado pelo
Comité de Etica da Universidade Federal da Fronteira Sul, protocolo niimero 4.598.914,
Brasil.

A primeira coleta foi realizada nas pacientes com o diagnostico prévio de DM2
sedentérias, constituindo os dados pré-intervencdo. Em seguida, foi conduzido uma
intervencdo de exercicio fisico misto em circuito por 16 semanas. Na semana apos a Ultima
sessdo de exercicio, foi realizada a segunda coleta de amostras, que constituiram os dados
pos- intervencao.

Para isolamento de plaquetas e obtencdo de soro ap6s 8h de jejum foram coletados
20 mL de sangue periférico por pungdo venosa de cada paciente pré e pds intervencdo por

uma profissional farmacéutica habilitada.

2.5 CONTROLES

Foram selecionadas 23 pacientes sem DM2 em Chapec6-SC em um Unico estéagio,
utilizando uma amostra aleatéria de mulheres de 40 a 60 anos sedentarias. O protocolo de
treinamento fisico executado foi 0 mesmo das participantes com DM2. 20 mL de sangue
periférico foram coletados por punc¢do venosa de cada paciente em 8h de jejum pré e pds

intervencdo para isolamento de plaquetas e obtencédo de soro.
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2.6 DESENHO DO ESTUDO

A Figura 1 demonstra o desenho do estudo cronologicamente, desde a obtencdo de

voluntérias para a pesquisa, até arecoleta e analise dos dados avaliados na pesquisa.

Figura 1—Diagrama de Fluxo da amostra

(@) (b) 35 voluntarias 32 voluntarias
Etapa 1 sem diabetes com diabetes
Contato telefénico (GC) (GD)

( 67 voluntarias )

' R
ol Etap‘a '2 ( 8 voluntarias de cada grupo
oletas inicials ) L ndo compareceram
- ™
Etapa 3
familiarizacao e | 27 GD ( 24 GE]
| aplicagdo do TC | S i
Etapa 4 Desisténcias/exclusoes Desisténcias/exclusdes
398 30 de TC 1 questdes de trabalho 1 relatou dores nas costas
Sessao de 2 alegaram ndo ter tempo 1 questdes de trabalho
1 ndo quis mais participar 1 excesso de faltas
EtapaS | [236¢C ) [ 216D
Recoleta e analises J \ )

'

Fonte: Elaborado pelos autores (2023). (a): Etapas da pesquisa. Etapa 1- Contato telefénico ou pelas redes
sociais comas voluntarias; Etapa 2 - coleta inicial composta pelas avaliacdes fisicas, antropométricas e obtencéo
de amostra de sangue; Etapa3 - periodo emque foiaplicado o protocolo de treinamento misto emcircuito (TC);

Etapa 4 - Gltima sess&o de TC e agendamento da recoleta; Etapa 5 - recoleta dos dados da etapa 2 e realizagdo
das anélises. (b): descricdo da formagao dos grupos de pesquisa, comdesisténcias e exclusoes.

A primeira etapa consistiu no contato, principalmente por via telefénica, através de
dados obtidos nos Centros de Salde da familia do municipio de Chapeco, Santa Catarina. Foram
realizadas também convocacdes nas redes sociais. Apos esse processo, foi combinado um dia,
com as participantes que aceitaram e se encaixavam nos critérios de inclusdo, para a coleta
inicial, em que foram realizadas as medic¢Oes para a antropometria, afericdo da PAS (pressao
arterial sistolica) e PAD (pressao arterial diastolica), coleta de sangue para analises laboratoriais
e assinatura do TCLE. Em seguida, a etapa 4 consistiu na aplicacdo do protocolo de treinamento

misto em circuito em 32 sessdes, ao longo de 16 semanas, iniciando com duas semanas de
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familiarizacdo. Apds esse tempo as voluntarias foram submetidas & uma nova coleta em que
foram realizadas as mediges para a antropometria, afericdo da PAS e PAD e coleta de sangue
para analises laboratoriais novamente. O sangue coletado foi enviado ao laboratério da UFFS

Campus Chapeco para analise.

2.7  PROTOCOLO DE EXERCICIO FISICO

O exercicio proposto para as pacientes foi do tipo misto em circuito, combinando
exercicios aerobicos e resistidos em forma de circuito (um ou dois exercicios de forca seguido
de um exercicio aerébico). Os treinos ocorreram na Academia Transformacéo, localizada em
Chapecd-SC por um profissional habilitado da area da Educacéo Fisica.

Inicialmente, os exercicios foram realizados com menor intensidade, visando uma
familiarizacdo com o treino e as técnicas necessarias pararealiza-lo, além do fato de ndo colocar
em risco a saude das voluntarias que estavam sedentarias. Em seguida, houve um aumento
progressivo de intensidade. As voluntarias realizaram o protocolo de treino misto em circuito
com duragéo total de 16 semanas, em uma frequéncia de duas vezes na semana, em dias nio
consecutivos, totalizando 32 sessfes com duracdo de 50 minutos cada.

O protocolo foi dividido em 4 mesociclos de treinamento, cada um deles composto por
4 microciclos (semanais) de treino, com periodizagdo ondulada, ou seja, a cada 4 semanas era
alternado volume e intensidade do treinamento respeitando a seguinte ordem: Inicio com alto
volume e baixa intensidade com descanso de 30+5 segundos, apds quatro semanas foi alterado
para alta intensidade e baixo volume com descanso de 35+5 a 6 segundos, apds baixa
intensidade e alto volume com descanso de 30+5 segundos e por fim, alta intensidade e baixo

volume com descanso de 355 segundos (Tabela 1).

Tabela 1 — Macrociclo de treinamento



] PROTOCOLO DE TREINAMENTO MISTO
SERIES | REPETICOES | INTERVALO CARGA | ON| OFF| INTENSIDADE
1 5 Min
] SMn___ |45 segundos | 0% Femax BorgiZ
3 18-20RM |45 segundos 2.2 Borg12
1Min___ |45 segundos Borg12
18-20RM__ |45 segundos | 85% Femax Borg12
18-20RM |45 segundos 2| 2 Borg!:
18-20RM |45 segundos 2] 2 Borg12
1 Min 45 segundos | 85% Femax Borg12
18-20RM 145 segundos
[ SERiES | INTERVALG | CARGA | ON| OFF | INTENSIDADE |
1 5 Mn
1 5Mn 45 segundos 85% Fomax Borg12
15-20RM__|45 segundos 212 Borg12
18- 20 RM_ |45 segundos 212 Borg12
k 18-20RM |45 sequndos | 85% Femax Boeg1?
K 18-20 RM_ |45 segundos 2] 2 Borg1?
18-20 RM_ |45 segundos 21 2 Borgt2
18-20RM__ |45 segundos | 85% Femax Borg'2
30 segundos |45 segundos 2202 Borg12
| SERIES | | CARGA | ON|OFF|
1 5 Min 45 segundos
K 15-12RM _ |45 segundos 3.3 Borg 14
3 1512RM |45 segundos | 22| Bogid
4 min 45 segundos 70% Fomax Borg 14
3 15-12RM__ 145 segundos 313 Borg 14
3 15-12RM__ |45 segundos 212 Borg 14
1 4 min 45 segundos 70% Femax Borg 14
3 15-12RM__ |45 segundos 21 2 Borg 14
1 Smn 85% Femax Borg 14
| SERIES | REPETICOES | INTERVALO | CARGA | ON| OFF | INTENSIDADE
5 Mn
3 15-12RM__ |45 segundos 3|3 Borg 14
E 15-12RM |45 segundos 2| 2 Borg 14
4 min 45 segundos | 70% Femax Borg 14
: 15-12RM |45 segundos 2.3 Borg 14
3 15-12RM |45 segundos 2] 2 Borg 14
Esteira Inclinada 3% a 5% 1 4 min 45 segundos 70% Femax Borg 14
Abdominal sentado alternando 3 15-12RM |45 segundos Borg 14
' 1 Smn 85% Femax Borg 14

19
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DESCRICAO EXERCICIO SERIES | REPETICOES | INTERVALO CARGA | ON| OFF| INTENSIDADE |
Alongamento 1 5 mn 45 segundos
Pull Down Bamra 3 18-16 RM 145 segundos 21 2 Borg 15
= |Extens3o de quadri com caneleira 3 18-16 RM 145 segundos 3] 2 Borg 15
Sobe e desce caixa step 1 4 min 45 segundos | 70-75% Femax
3A g Agachamento sumo com remada KTP od 3 18-16 RM |45 segundos 3| 2 Borg 15
Abdutora 3 18-16 RM 145 segundos 2 2 Borg 15
= [Sobe e desce caixa step 1 4mn 45 segundos | 70-75% Fomax |
Abdominal Tesoura 3 18-16 RM 145 segundos 2:152 Borg 15
Alongamento Final 1 5 min
DESCRICAQO EXERCICIO SERIES | REPETICOES | INTERVALO CARGA | ON| OFF| INTENSIDADE |
Alongamento 1 5 min 45 segundos
Leg Press 3 18-16 RM |45 segundos 212 Borg 15
Pull over Banco 3 18-16 RM 145 segundos 21 2 Borg 15
% [Elipteo 3 1mn__ |45segundos | 70-75% Fomax
a8 g Adutora 3 18-16 RM |45 segundos 312 Borg 15
Remada com barra do cross agachada 3 18-16 ’RM__ 145 segundos 312 Borg 15
= |Eliptico 3 1 min 45 segundos | 70-75% Femax
Prancha lateral joelho aporado 3 30 segundos |45 sequndos
Alongamento Final 1 5 min 45 segundos
DESCRICAC EXERCICIO SERIES | REPETICOES | INTERVALO CARGA | ON| OFF| INTENSIDADE
Aquecimentos e Alongamentos Dinami 1 5 min 45 segundos
Cadeira Extensora 3 15-12RM | 45 segundos 3|13 Borg 15
« |Polichinelo 3 1 min 45 segundos | 70% Fomax | 30s Jeve & 20s forte
Agachamento em L com carga 3 15-12RM | 45 segundos 3|3 | Borg15 |
A 3 Press Cruzado com haiter 3 15-12RM | 45 segundos 3| 3] Borg 15 |
Esteira 3 1 min 45 segundos | 70% Fomax 30s Jeve e 20s forte
= [Voador invertdo 3 15-12RM__| 45 segundos 3| 3 Borg 15
Prancha Ventral 3 40 segundos | 45 segundos Borg 15
Alongamento Final 1 5 min 45 segundos
DESCRICAC EXERCICIO SERIES | REPETICOES | INTERVALO CARGA | ON| OFF| INTENSIDADE
mentos e Alongamentos Dinamicq 1 5 min 45 segundos
Abducao Lateral com caneleira 3 15-12RM 45 segundos 3] 3 Borg 15
Flexora livre com caneira na bola 3 15-12RM | 45 segundos 3] 3 Borg 15
= [Eliptico 3 1 min 45 segundos | 70% Fomax 30s leve & 30s forte
48 § Elevacao Pelvica com ou sem carga 3 15-12RM | 45 segundos 31 3] Borg15 |
g Supino com bastao ou barra 3 15-12RM | 45 segundos 3| 3] Borg 15 |
= |Eliptico 3 1 min 45 segundos | 70% Femax | 30s leve e 30s forte
Abdominal com bola 3 15-12RM 45 segundos 3 3 Borg 15
|Alongamento Final 1 5 min 45 segundos

Fonte: Elaborado pelos autores (2023)

2.8 AVALIACAO HEMODINAMICA E ANTROPOMETRICA

Apds um estado de relaxamento de 15 minutos, foi aferida a pressdo arterial das
participantes utilizando um esfigmomandmetro da marca Aneroide Premium com resolugdo de
0-300mmHg e circunferéncia méxima de 35cm.

O peso e altura foram determinados por uma balanga e um estadibmetro,
respectivamente. As medidas de circunferéncia abdominal, quadril e coxa proximal foram
medidas com uma fita métrica seguindo as recomendagdes da Sociedade Internacional para o
Avanco da Cineantropometria (MARFELL-JONES; OLDS, 2010). A partir desses dados, foi
possivel estimar diversos parametros de composicdo corporal por meio de formulas bem
estabelecidas.

O indice de massa corporal (IMC) foi calculado pela massa corporal dividida pela altura
ao quadrado (kg/m2). O IMC juntamente com a medida da circunferéncia de cintura (CC)
permitiu deduzir valores indicativos de gordura visceral, a qual se mostrou um importante
preditor de homeostase da glicose e de mortalidade (BROWN; HARHAY; HARHAY, 2017).
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O tecido adiposo visceral (TAV) foi predito pelo protocolo de Samouda e colaboradores (2013)
(SAMOUDA et al., 2013) que utiliza valores de CC, circunferéncia de coxa proximal (CCO),
idade e IMC e que foi validado por meio de tomografia computadorizada. Neste protocolo, o
TAV é determinado de acordo com a &rea em cm? pela seguinte equagdo: TAV = 2.15 x
circunferéncia de cintura —3.63 x circunferéncia de coxa proximal + 1.46 x idade + 6.22 x IMC
—92, 713 [SE (R2) = 36.88 (0.836)].

A massa muscular total (MM) foi predita pelo protocolo de Heymsfield e colaborador es
(2020) (HEYMSFIELD et al., 2020), validado com base em densitometria por dupla emissédo
de raios-x (Dexa). Neste caso, a MM foi determinada pela equacdo: MM= 0.25 x peso + 0.09 x
altura — 0.111 x idade + 0.0005 x idade2 — 0.06 x CC + 2 x raca - 4.5. [SE (R2) = 1.7 (0.89)].
Enquanto o percentual de massa muscular (%MM) foi determinado pela razdo MM/peso
corporal.

O percentual de massa adiposa corporal (%MA) foi predito pelo protocolo de Lee et al.
(2017), validado com base em Dexa. Neste protocolo, 0 %MA € determinado pela equacéo:
%MA = 50.46 + 0.07 x idade — 0.26 x altura + 0.27 x CC * raca [SE (R2) = 3.86 (0.65)]. A
massa adiposa total (MA) foi determinada pelo produto de %MA e peso corporal.

2.9 ENSAIOS BIOQUIMICOS

29.1 Isolamento das plaquetas

As plaquetas foram isoladas seguindo o método descrito por Pilla et al. (PILLA et al.,
1996) e modificado por Lunkes et al. (LUNKES et al., 2008). O sangue foi coletado em tubos
a vacuo com citrato de sédio 0,126 mol/L sendo centrifugado primeiramente a 1200 rpm por 10
minutos, para a retirada de células sanguineas. Apds, o plasma rico em plaquetas foi
centrifugado a 5000 rpm por 30 min e lavado duas vezes com o tampé&o isomolar HEPES
3,5mmol/L durante 10 minutos a 5000 rpm. Por fim as plaquetas foram suspensas em 500uL. em
tampdo isomolar HEPES 3,5mmol/L. A quantidade de proteina foi determinada pelo método
de Bradford e ajustada usando Comassie Blue tendo como padrdo albumina bovina para 0,4-0,6

mg/mL.
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29.2 Separacao do soro

O sangue sem anticoagulante foi centrifugado por 15 minutos a 3500 rpm para a

separacao do sobrenadante.

293 Atividade da -E-NTPDasel e E-NT5

As atividades da E-NTPDase 1 e da E-NT5 foram determinadas por um ensaio
colorimétrico que mede a liberacdo de fosfato inorganico. A reacéo para a E-NTPDase foi feita
em um meio proposto por Pilla et al. (PILLA et al., 1996) composto por CaCl2 5 mmol/L, NaCl
100 mmol/l, KCI 5 mmol/l, glicose 6 mmol/l e Tampao Tris-HCI 50 mmol/l, pH 7.4. Para a E-
NT5 o sistema € 0 mesmo exceto que o CaCl2 5 mmol/L € substituido por MgCl2 10 mmol/L.
Foram adicionados no meio 20uL das plaquetas (8-12ug de proteinas) suspensas em HEPES
3,5mmol/L e foi pré incubado por 10 minutos a 37°C. Entdo, foi iniciada a rea¢do adicionando
ATP ou ADP a 1.0 mmol/L para a dosagem da E-NTPDase, e adenosina monofosfato (AMP)
a 2.0mmol/L para a E-NT5, sendo incubada a 37°C por 60 minutos. Ambas reacGes foram
paradas adicionando 200uL de acido tricloroacético (ATA) 10%, proporcionando uma
concentracdo final de 5%. A liberacdo do fosfato inorganico (Pi) foi medida pelo metédo de
CHAN et al. (CHAN; DELFERT; JUNGER, 1986) tendo como corante o verde malaquita e o
KH2PO4 como padrdo, sendo feita leitura em espectrofotdmetro em 630 nm. Controle e
pacientes foram analisadas em triplicatas. A atividade especifica da enzima foi expressa em

nmol Pi liberado/min/mg de proteina.

294 Quantificacdo do ATP

Para determinar de forma quantitativa o ATP em soro foi utilizado o kit comercial ATP
determination Kit (Invitrogen®). A quantificagdo do ATP se da por bioluminescéncia a
partir da luciferase recombinante e do seu substrato D-luciferina. O ensaio se baseia na
necessidade do ATP pela luciferase para produzir luz, que foi avaliado em um comprimento

de onda de 560nm.
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295 Testes in-vitro

A atividade enzimética da E-NTPDase foi testada in vitro na presenca de medicamentos
anti-diabéticos (metformina e gliclazida), com o objetivo de analisar se tais medicamentos
influenciavam na atividade da enzima, podendo ser um viés para os resultados do estudo.
Portanto, foi coletado 15 mL de sangue total com EDTA e com uso de Ficoll Histopaque foram
separadas as células polimorfonucleares (PBMCs), em uma proporc¢éo de 2 partes de sangue
para 1 parte de Ficoll.

As PBMCs foram cultivadas em meio RPMI-1640 (Biochrom AG, Berlin, Alemanha),
suplementadas com 100U/mL de penicilina (Gibco, EUA) e 10% de soro fetal bovino (FBS)
(Biochrom, Berlim, Alemanha). As células foram adicionadas a uma placa estéril de 12 pogos
na concentracéo celular de 10x10° células e incubadas a 37°C por 24 horas em estufa com
controle de CO2. Foram adicionadas ao meio de cultura diferentes concentracdes das
medicacdes utilizadas conforme dosagens utilizadas pelas pacientes (metformina - controle,
400ng/L, 800ng/L e 1600ng/L; gliclazida —1ng/L, 1,5ng/L e 3ng/L).

296 Analises de estresse oxidativo

A atividade da mieloperoxidase (MPO) foi determinada em soro, utilizando o método
de Kayyali e colaboradores (1991). A atividade enzimatica foi avaliada por analise em
espectrofotdmetro por um sistema de acoplacdo da peroxidase a um sistema contendo fenol,
4-aminoantipirina e H,0,. Os resultados expressam em pmol a quantidade de quinoneimina
produzida em 30 minutos medido em um comprimento de onda de 492nm.

Outra enzima avaliada foi a glutationa-S-transferase (GST). Sua atividade antioxidante
foi determinada em amostras de soro pelo método de Warholm e colaboradores (1985),
contando com uma quantia adequada de proteinas na amostra que foi determinada pelo
método de Bradford e sendo expressa como a absorbancia delta da amostra. A dosagem de
proteinas da amostra foi realizada pelo método de Bradford.

Os niveis de acido ascorbico (ou vitamina C) foram dosados em soro, de acordo com o
método de Roe e Kuether (1943). Neste método, o &cido dehidroascorbico é acoplado ao 2,4-
dinitofenilhidrazina e 0 derivado resultante é tratado com
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acido sulfurico (H,SQO,) para produzir uma nova cor que serd mensurada por uma avaliacdo em

espectofotdbmetro em um comprimento de onda de 520nm.

Os tiois totais foram dosados em soro de acordo com o método de Ellman (1959)
(ELLMAN, 1959), que pode ser descrito como a redugdo do acido 5-5’-ditiobis (acido 2-
nitrobenzoico) medido a um comprimento de onda de 412nm. Os resultados foram expressos
em umol T-SH/mL de soro.

Os tiois ndo proteicos também foram testados em soro pelo método de Ellman (1959)
(ELLMAN, 1959) com algumas modificacOes. Foi adicionado ATA 10% ao soro e a amostra
consistiu no sobrenadante. A reacdo foi lida a 412nm apds acrescentar acido 5-5’-ditiobis (acido

2-nitrobenzoico). Os resultados foram expressos em pmol NPSH/mL de soro.

2.9.7 Avaliacao do perfil lipidico e hemoglobina glicada (HbA1c)

Os exames de Colesterol Total (CT), lipoproteina de alta densidade (HDL) e
triglicerideos totais (TG) foram realizados em laboratorio terceirizado (Laboratério
Diagnosticos do Brasil). O material utilizado como amostra foi o soro e 0 método de anélise foi
colorimétrico. A lipoproteina de baixa densidade (LDL) foi calculada através da férmula de
Friedewald (FRIEDEWALD; LEVY; FREDRICKSON, 1972) LDL=CT — HDL — (TG/5).

A HbAlc foi avaliada também pelo Laboratério Diagnésticos do Brasil através do
método de turbidimetria. O material utilizado para analise foi sangue total coletado em tubo
com EDTA.

2.10 ANALISE ESTATISTICA E INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

Os dados coletados foram submetidos a andlise estatistica com aplica¢do de uma analise
de variancia, através dos testes de normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e teste de
homogeneidade (teste de Hartley) para o grupo pesquisado. Apos, foram aplicadas técnicas para
comparacdo de dados para varidveis dependentes (paramétrico — ANOVA de medidas

repetidas; ndo paramétrico — teste de Wilcoxon).
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3 RESULTADOS

3.1 CARACTERISTICAS ANTROPOMETRICAS E HEMODINAMICAS

A Tabela 2 apresenta a analise de pard@metros hemodindmicos por grupos de acordo com
0 periodo de intervencdo. Em relacdo a PAS houve reducdo em ambos 0s grupos apds o
exercicio. Também foi possivel observar que o GD possuia niveis mais elevados de PAS pos-
intervencdo em relagédo ao GC (120,24 = 7,62mmHg vs 114,04 £ 9,23mmHg). Quanto aos
niveis de PAD, no periodo pos-intervencdo o GD apresentava valores maiores que o GC (80,9
+ 55mmHg vs 74,6 + 6,5mmHg). Os niveis de PAD em um mesmo grupo ndo apresentaram

diferenca antes e apds a intervencao.

Tabela 2 — Parametros hemodindmicos no grupo controle (GC) e grupo diabético (GD)

antes (pré) e ap0ds (pos) a aplicacdo do protocolo de treinamento misto em circuito.

Variavel Momento GC GD

PAS (mm/Hg)  Pré 1249 +11,40 129,90 +11,94

Pds 114,04 +9,23- 120,24 + 7,62:

% -8,70% -7,40%
PAD (mm/Hg)  Pré 76,6 +7,5 81,6 +7,6
Pés 746+65  80,9+55

% -2,60% -1%

Fonte: Elaborada pelos autores (2023). Valores de Pressdo Arterial Sistélica (PAS) e Pressao Arterial Diastolica
(PAD) avaliados no grupo controle (GC) e grupo diabético (GD), antes da aplicagdo do Treino misto emcircuito
(pré) e apds o periodo de 16 semanas/32 sessdes de treino (p6s). Os dados sdo apresentados emmeédia e desvio
padrdo e diferenca emporcentagem. Analise estatistica em ANOVA de duas vias, considerando p<0,05 (a)
diferenca estatisticamente significativaentre pré e pos treinamento no mesmo grupo; (b) diferenca
estatisticamente significativa entre grupos no mesmo momento (p<0,05).

GC-n=23eGD -n=21.

A Tabela 3 apresenta as caracteristicas antropométricas por grupos antes e apos a
intervencdo. As variaveis de peso, IMC, CC, CCO, RCE (relacéo cintura e estatura), TAV, MM
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(kg) e MA (kg) ndo apresentaram diferenca em ambos 0s grupos pré-intervencdo e pos-
intervencdo ou no mesmo periodo entre grupos. No entanto, no periodo pré-intervencdo, foi
observado diferenca entre os grupos quanto as variaveis %MM e % MA, sendo verificado um
maior percentual de MM no GC em relacdo ao GD (25,10 + 1,45% vs 23,93% = 0,86) e um
maior percentual de MA no GD em relagéo ao GC (40,95 £ 2,88% vs 38,03% = 3,76).

Tabela 3 — Parametros antropométricos no grupo controle (GC) e grupo diabético (GD) antes

(pré) e apds (pods) a aplicacao do protocolo de treinamento misto em circuito.

Variavel Momento GC GD

Peso (Kg)  Pré 74,95 +954 77,07 +14,53
P6s 74,00 +10,07 75,34 +14,8

% -1,40% -2,20%

IMC (cm?) Pré 29,93 +4,01 31,31 £5,57
Pos 28,76 £4,18 31,05 +£5,46

% -3,90% -0,90%

CC (cm) Pré 96,74 +11,39 102,76 +10,30
Pos 96,22 £12,25 101,14 £9,51

% -0,50% -1,60%

CCO (cm) Pré 61,52 +6,08 65,52 + 5,46
Pds 63,24 +6,46 66,48 + 5,39

% 2,80% 1,5%

RCE Pré 0,60 + 0,08 0,66 + 0,06

Pds 0,61 +0,08 0,64 + 0,06



% 1,60% -3%
TAV (cm?)  Pré 137,57 +47,95 173,17 +42,66
P6s 133,13 +51,66 161,98+ 37,92
% -2,90% -6,50%
MM (kg) Pré 18,82 +2,64 18,61 +3,80
Pos 18,36 £2,61 18,64 +3,61
% -1,60% +0,16%
MM% Pré 25,10 £1,45 23,93 +0,86°
P6s 248+1,40 24,38 +1,20
% -1,19% +1,9%
MA (kg) Pré 27,84 +4,43 31,83 +7,93
P6s 27,54 +4,62 31,22 +7,53
% -1,07% -1,90%
MA% Pré 38,03 +3,76 40,95 + 2,88
Pos 38,14 +3,98 40,52 +2,61
% 0,28% -1,10%
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Fonte: Elaborada pelos autores (2023). Valores de peso emquilograma, indice de massa corporal (IMC),
circunferéncia de cintura (CC), circunferéncia de coxa (CCO), relagdo cintura e estatura (RCE), tecido adiposo
visceral (TAV), massa muscular emquilograma (MM), massa muscular emporcentagem(MM%), massa
adiposa total emquilograma (MA) e percentual de massa adiposa (MA%) avaliados no grupo controle (GC) e
grupo diabético (GD), antes da aplicacdo do Treino misto emcircuito (pré) e ap6s o periodo de 16 semanas/32
sessdes de treino (pds). Os dados sdo apresentados emmédia e desvio padrdo e diferenca emporcentagem.
Andlise estatistica em ANOVA de duas vias, considerando p<0,05 (a) diferenca estatisticamente significativa
entre pré e pds treinamento no mesmo grupo; (b) diferenca estatisticamente significativa entre grupos no mesmo
momento (p<0,05).

GC-n=23eGD -n=21.
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3.2 PERFIL BIOQUIMICO

Os resultados das analises bioquimicas podem ser observados na Tabela 4. Foi
possivel notar que no periodo pré-intervencdo os niveis de HbAlc estavam aumentados no
GD e dentro dos valores de referéncia adequados para o grupo controle, confirmando que
essas nao eram diabéticas (6,36 +0,67% vs 5,4 £ 0,35%). Em relacdo as analises de perfil lipid
ico, ndo foram observadas alteraces quando avaliados CT, LDL e HDL em ambos 0s grupos
apos a intervencdo. Contudo, no periodo pré-intervencdo, notou-se diferenca nos niveis de HDL,
que estavam maiores no GC em relacdo ao GD (58,22 + 10,08mg/dL vs 48,38 + 10,56
mg/dL). Ademais, os niveis de TG apresentaram diferenca no periodo pos-intervencéo,
estando aumentados no GD em relagdo ao GC (139,9 + 55,6mg/dL vs 92,77 + 34,29mg/dL).

Tabela 4 — Parametros bioquimicos no grupo controle (GC) e grupo diabético (GD) antes (pré)
e apos (pds) a aplicagdo do protocolo de treinamento misto em circuito.

Variavel Momento GC GD
HbAlc (%) Pré 5,4 +0,35 6,36 + 0,67
Pos 55+0,31 6,43 + 0,58

% 1,80% 1,1%

CT (mg/dL) Pré 208,7 +47,32 189,57 +37,82
Poés 201,4 +44,09 190,48 +34,26

% -3,50% 0,60%

HDL (mg/dL) Pré 58,22 £+10,08 48,38 + 10,56

Poés 57,52 +10 50,57 £9,3

% -1,20% +4,50%

LDL (mg/dL)  Pré 12543 +37,58 107,84 +32,38

Po6s 124,03 +35,22 106,43 + 30,23
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% -1,10% -1,30%

TG (mg/dL) Pré 120,3 +44,64 146,3 £54,5

Po6s 92,77 £34,29  139,9 + 55,6

% -22,90% -4,4%

Fonte: Elaborada pelos autores (2023). Valores de hemoglobina glicada (HbALc), colesterol total (CT),
lipoproteina de alta densidade (HDL), lipoproteina de baixa densidade (LDL) e Triglicerideos (TG) avaliados no
grupo controle (GC) e grupo diabético (GD), antes da aplicacéo do Treino misto emcircuito (pré) e apds o
periodo de 16 semanas/32 sessdes de treino (p6s). Os dados sdo apresentados emmédia e desvio padréo e
diferenca emporcentagem. Analise estatistica em ANOVA de duas vias, considerando p<0,05 (a) diferenca
estatisticamente significativa entre pré e pés treinamento no mesmo grupo; (b) diferenca estatisticamente
significativa entre grupos no mesmo momento (p<0,05).

GC -n=23e GD -n=21.

3.3 MEDICACOES PARA CONTROLE DA DM2

As medicac0es utilizadas para controle da DM2 foram metformina (66,66%), gliclazida
+ metformina (23,81%), insulina Aspart-Glargina (9,52%) e gliclazida (4,76%), conforme
descrito na Tabela 5. Os testes in vitro utilizando as medica¢des metformina e gliclazida nas
diferentes concentracbes (metformina: controle, 400ng/L, 800ng/L e 1600ng/L; gliclazida :
controle, 1ng/L, 1,5ng/L e 3ng/L), ndo demonstraram diferenca nas atividades enzimaticas.

Tabela 5— Medicamentos antidiabéticos utilizados pelo GD

Medicamento N° de participantes Porcentagem (%)
Metformina (Biguanida) 14 66,66%
Gliclazida + metformina 5 23,81%
Insulina (Aspart-glargina) 2 9,52%
Gliclazida (Sulfonilureias) 1 4,76%

Fonte: Elaborada pelos autores (2023).
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3.4 ATIVIDADE DAS ECTONUCLEOTIDASES

A avaliacdo das ectonucleotidases pode ser observada na Figura 2. Em relacdo a
atividade da E-NTPDase, pode-se observar que no GD a hidrélise do ATP (Figura 2A) reduziu
comparando o pré-treinamento e 0 pos-treinamento (289,2 +68,18 nmolPi/min/mg proteina vs
207,1 £61,38 nmolPi/min/mg proteina). Para esse mesmo parametro, também notou-se
diminuicdo na atividade da enzima no GC preé e pos-intervencdo (307,6 +49,53 nmolPi/min/mg
proteina vs 172 £32,73 nmolPi/min/mg proteina). No entanto, nenhuma alteracdo foi observada
na atividade da E-NTPDase quando o substrato foi o ADP (Figura 2B) ou na atividade da E-
NT5 (Figura 2C).

Figura 2 — Atividade das ectonucleotidases e niveis de ATP extracelular antes (pré) e apds
(pbs) a aplicacdo do treinamento misto em circuito.
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Fonte: Elaborada pelos autores (2023). GC: grupo controle; GD: grupo diabetes. A Atividade de E-NTPDase
para hidrélise de ATP. B Atividade de E-NTPDase para hidrdlise de ADP. C Atividade da E-NT5 para hidrolise
de AMP. D Concentracéo sérica de ATP. Os dados sdo apresentados emmeédia e desvio padrdo. Analise
estatistica em ANOVA de duas vias, considerando p<0,05 (a) diferenga estatisticamente significativa entre pré e
pods treinamento no mesmo grupo; (b) diferenga estatisticamente significativa entre grupos no mesmo momento
(p<0,05).

GC -n=23e GD —n=21.

3.5 ATP EXTRACELULAR

Acerca da concentracdo de ATP extracelular (Figura 2D), antes do protocolo de
treinamento fisico os niveis no GD estava significativamente maiores do que no GC (581,4
+146,2 vs 421,5 +83,29; P<0,0001). Além disso, apds as 16 semanas de exercicio misto em
circuito houve uma reducdo na concentracdo de ATP extracelular no GD comparado a pré-
intervencdo (581,4 +146,2 vs 487,4 +84,16; p<0,05). Ndo foram observadas alteracdes no GC
apos o exercicio fisico.

3.6 AVALIACAO DE OXIDANTES E ANTIOXIDANTES

Quanto aos parametros de estresse oxidativo avaliados, houve modificagfes favoraveis
pos-intervencdo com o treinamento fisico misto em circuito (Figura 3). Notou-se aumento das



defesas antioxidantes GST e vitamina C, ao mesmo tempo em que diminui a atividade da MPO,
ambos com significancia estatistica.

Figura 3 — Parametros de estresse oxidativo antes (pré) e apos (pds) a aplicagdo do

treinamento misto em circuito.
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Vitamina C
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Fonte: Elaborado pelos autores (2023). GC: grupo controle; GD: grupo diabetes. A Concentracdo de Tiois totais
no soro. B Concentracéo de Tiois ndo proteicos no soro. C Atividade da Mieloperoxidase em soro (MPO). D
Atividade da Glutationa-S-transferase. E Nivel de Vitamina C em soro. Os dados séo apresentados emmédia e
desvio padrdo. Analise estatistica em ANOVA de duas vias, considerando p<0,05 (a e **) diferenca
estatisticamente significativa entre pré e pds treinamento no mesmo grupo; (b e *) diferenca estatisticamente
significativa entre grupos no mesmo momento (p<0,05).
GC-n=23e GD -n=21.

Inicialmente, foram quantificados os niveis de tiois proteicos e tiois ndo proteicos. A
Figura 3A demonstra os niveis de tiois proteicos no GD e GC antes e ap6s 0 exercicio fisico,
que ndo apresentaram significancia estatistica entre grupos ou antes e apés a intervencdo. A
figura 3B demonstra os niveis de tiois ndo proteicos no GD e GC antes e ap6s 0 exercicio fisico,
também ndo houve significancia estatistica entre grupos ou antes e apds a intervencao.

Na Figura 3C esta representada a atividade da MPO no GD e GC antes e apds 0 exercicio
fisico. Pode-se observar que no GD a atividade da MPO diminuiu apés a intervencao
(2,65+0,645mU/mL vs 2,254+0,33mU/mL). Também no GC observou-se diminuicdo na
atividade da MPO no poés-treino (2,343+0,4677mU/mL vs 1,812+0,1738mU/mL). Além disso,
ao comparar os dois grupos no momento pés-intervencdo, foi possivel observar a atividade da
MPO diminuida no GC em relacdo ao GD.

Outro antioxidante avaliado foi a GST, e sua atividade foi representada na figura 3D.
Ao comparar 0s grupos apos a intervencgdo, notou-se um aumento da atividade da enzima no
GD em relagéo ao GC (0,2916+0,098mM vs 0,1941+0,1022mM). Ja nos niveis de vitamina C,
no momento pré-intervencdo o GC apresentava valores maiores de vitamina C em comparago
ao GD (0,1706+0,0278mg vs 0,1492+0,0061mg). Também foi possivel perceber aumento nos
niveis de vitamina C ao comparar 0 GD pré-intervencao e pés-intervencgéo (0,1492+0,0061mg
vs 0,1760+0,0281mg). Nao houve alteracdes no GC ap0s o protocolo de treinamento fisico.
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4 DISCUSSAO

Tendo em vista a importancia do sistema purinérgico e do estresse oxidativo na
modulacdo da atividade plaquetéria e o fato de o exercicio fisico ser capaz de modificar seus
pardmetros de forma benéfica, este estudo investigou os efeitos do treinamento fisico misto em
circuito na atividade das ectonucleotidases em plaquetas, niveis de ATP em soro e em
parametros séricos do estresse oxidativo. Parametros hemodinamicos, antropométricos e
bioquimicos (acerca do perfil glicmico e lipidico) também foram considerados.

Acerca dos parametros hemodinamicos, j& é estabelecido na literatura que a
descompensacdo da DM2 altera os niveis pressoricos (GROSSMAN; GROSSMAN, 2017),
elevando o risco de eventos cardiovasculares. Os resultados deste estudo estdo de acordo com
0s ja conhecidos (CAMINITI et al.,, 2021; DIMEO et al., 2012; PARK et al., 2020;
STAFFILENO et al., 2007) impactos do exercicio fisico em aspectos hemodinamicos. A analise
de PAS mostrou uma diminui¢do importante ap6s o protocolo de exercicio misto em circuito,
especialmente no grupo diabetes. Em contrapartida, a PAD nao alterou de forma significativa
apos as 16 semanas de treinamento.

Quanto a glicemia, no periodo pré-intervencao, a HbAlc apresentava valores aumetados
no GD comparado ao GC. A HbAlc reflete os niveis glicmicos do organismo nos ultimos trés
meses, sendo uma importante ferramenta para avaliar a glicemia na DM2 (SUMITA,;
ANDRIOLO, 2008). E esperado que individuos sem DM2 apresentem uma HbA1c<6, o que
vai de encontro ao observado em nosso grupo controle tanto pré quanto pés-intervencao.

Acerca do perfil lipidico, sabe-se que o aumento dos niveis de LDL e TG potencializa m
o risco de doenga cardiovascular (HERMANS; VALENSI, 2018), ao mesmo tempo em que a
DM2 também intensifica o risco deste tipo de evento (BOOTH et al., 2006), reiterando a
importancia de manter os niveis de CT, HDL, LDL e TG de acordo com as metas terapéuticas
preconizadas pela American Diabetes Association (ADA) (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION PROFESSIONAL PRACTICE COMMITTEE, 2022). Em nosso estudo,
notou-se uma tendéncia de aumento do CT no GD, o que pode ser associado ao aumento do
HDL, o qual remove o0 excesso de LDL depositado nos vasos sanguineos. Esse aumento pode
ser fortemente associado ao exercicio fisico, tendo em vista que ndo houve intervencoes
alimentares, o que foi avaliado através de questionarios acerca de habitos alimentares
aplicados antes e apds o treinamento fisico.

Quanto aos valores de TG, ndo houve alteracdo de seus valores com significancia

estatistica apos o protocolo de treinamento fisico. Neste caso, mudangas nas préaticas
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alimentares associadas ao exercicio fisico sdo fortemente recomendadas para que os valores de
TG sejam reduzidos de forma significativa (HERMANS; VALENSI, 2018).

Acerca da avaliacdo antropomeétrica, ndo foram observadas alteracfes nos parametros
peso, IMC, CC, CCO, TAV, MM e MA, tanto em GD quanto em GC ap06s as 16 semanas de
treinamento fisico misto em circuito. Estudos que realizaram intervencdo por maior periodo de
tempo (CARTER; CLIFTON; KEOGH, 2019) ou com uma maior frequéncia de exercicio fisico
(KARSTOFT et al., 2013; RADHOLM et al., 2018), apresentaram melhora significativa nestas
variaveis.

Quanto aos parametros do sistema purinérgico avaliados em plaquetas, é sabido que
nucleotideos e nucleosideos tém papel importante na regulacdo trombotica. O ADP é um dos
principais promotores da agregacdo plaquetéria, ativando as plaquetas e fazendo com que haja
adesdo dessas a camada inicial, expandindo o trombo (MARCUS; SAFIER, 1993), esse papel
ja é bem estabelecido e importantes antiagregantes plaquetarios agem neste processo, inibindo
receptores P2Y nas plaquetas (WIJEYERATNE; JOSHI; HEPTINSTALL, 2012). Ja a
adenosina é um inibidor deste processo através dos receptores A2, aumentando a concentracdo
intracelular de AMP ciclico (AMPc) e como resultado inibindo a ativacdo plaquetéria
(JOHNSTON-COX; YANG; RAVID, 2011). Nesse sentido, as enzimas NTPDase e NT5
exercem papel importante na regulacdo da atividade plaquetaria por regular a presenca do ADP
e da adenosina no meio extracelular.

A literatura mostra que pessoas com DM2 tém aumento da atividade da E-NTPDase e
E-NTS5, provavelmente como um mecanismo compensatorio ao aumento dos nucleotideos no
meio extracelular (LUNKES et al., 2003). O exercicio fisico afeta diretamente a sinalizacao
purinérgica e consequentemente a atividade das enzimas que hidrolisam os nucleotideos, sendo
observado que, agudamente, 0 exercicio aumenta a capacidade dessas enzimas, que hidrolisam
o ATP, ADP e 0 AMP em adenosina (CARDOSO; SILVERIO; DE OLIVEIRA MACIEL,
2021; MORITZ et al., 2021). J4 em relagdo a atividade fisica regular, Martins et al (MARTINS
et al., 2016) demonstraram que as alteracdes caracteristicas da sindrome metabdlica, estado que
precede a DM2, foram revertidas, apresentando uma diminuicédo da atividade da E-NTPDase e
da E-NT5, juntamente com a diminuicdo das alteracdes da coagulabilidade.

No presente estudo ndo foi observado alteracdo nas atividades enzimaticas entre grupos
antes da aplicacdo do protocolo de intervencdo. No entanto, apos a aplicacdo do exercicio misto
em circuito foi observada a diminui¢do da atividade da E-NTPDase para a hidrolise de ADP
corroborando com a literatura, porém, a atividade da E-NTPDase para a hidrolise de ATP e da

E-NT5 néo sofreu alteracao.
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Ademais, é necessario observar que o microambiente do trombo é composto por outras
celulas como as do sistema imune e, principalmente, as células endoteliais, que também
exercem papel regulador da atividade plaquetéria. Nesse sentido Kawashima et al.
(KAWASHIMA; NAGASAWA; NINOMIYA, 2000) demonstraram a importancia das
ectonucleotidases das células endoteliais para inibir a ativagdo e a agregacdo plaquetaria, sendo
necessario, futuramente, estudar como o treinamento misto em circuito afeta essas células.

Ainda acerca da sinalizacdo purinérgica, sobre os niveis de ATP sérico, a concentracdo
deste nucleotideo significativamente aumentado no grupo diabetes em relacdo ao controle antes
do protocolo de exercicio reitera que a diabetes promove um aumento do ATP, ativando mais
receptores do tipo P2X (WU et al., 2015). Esses receptores sdo capazes de regular a ativacdo
plaquetaria, tanto diretamente, via P2X1 (promovendo ativacdo plaquetaria) e P2X7 (inib indo
ativagdo plaquetaria), quanto indiretamente via ativacdo de celulas do sistema imune que
promovem a ativacdo plaquetaria (RAWISH; LANGER, 2022).

Em contrapartida, apos o treinamento misto em circuito, houve importante diminuicao
da concentracdo de ATP ndo grupo diabetes, demonstrando que o exercicio € um importante
regulador do sistema purinérgico, tendo em vista que a diminuicdo da concentracdo do ATP
resulta em menor atividade de receptores P2X que exacerbam a atividade plaquetaria
(RAWISH; LANGER, 2022). Alem disso, a diminuicdo da concentracdo extracelular de ATP
associado a uma diminuicdo na atividade das enzimas, demonstra equilibrio dos componentes
do sistema purinérgico, caracterizado por mudanca no padrdo desta sinalizacdo como um
todo.

Ademais, a associacdo do sistema purinérgico com o estresse oxidativo parece ter papel
importante no estado pro-trombdtico da DM2. A peroxidacdo lipidica da membrana
fosfolipidica (ROBSON et al., 1997), caracteristica de estados com alto estresse oxidativo,
causa disfungdo da enzima NTPDase reduzindo sua atividade (KACZMAREK et al., 1996).

Quanto aos parametros de estresse oxidativo avaliados, os tidis sdo antioxidantes ndo
enzimaticos que auxiliam na protecdo estrutural das células. Na literatura foi observado que na
DM2 ha uma reducdo da presenca dos tiois e isso correlacionou-se com um aumento de
produtos de glicagéo, que sdo marcadores de avango e presenca de complicagcdes (BANSAL et
al., 2013). Porém em nossos resultados ndo foi possivel observar alteracdo estatisticamente
significativa nesse parametro entre grupos ou antes e apds a intervencao.

Outro antioxidante avaliado foi a GST, uma enzima que atua suprimindo a formacao de
radicais livres que acentuam o estresse oxidativo (VANCE et al., 2013). J& ha estudos
demonstrando o fortalecimento de defesas antioxidantes dependentes de GST apds protocolos

com treinamento resistido e com sprint, de modo que seus niveis podem ser associados a
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atividade fisica (PRASERTSRI; BOONLA, 2021; SEN, 1999). Ademais, também ja foi
demonstrado que a GST pode exercer um papel na inibicdo da agregacdo plaquetaria induzida
pelo ADP (CHANG; TSAI; LO, 1997). Do mesmo modo, em nosso estudo, ambos 0s grupos
aumentaram a atividade de GST ap0s o protocolo de treinamento misto em circuito.

Jé a vitamina C (ou &cido ascdrbico) ¢ um antioxidante importante que atua eliminando
EROS (ROCHETTE et al., 2014). Na literatura, foi demonstrado que além do seu efeito
antioxidante, a vitamina C acentua a formacdo de prostaglandina E1, um metabolito que
aumenta a acdo da insulina e também exerce acdo antiagregante plaquetario (DAS, 2019), o
que reforca a importancia de aumentar os niveis desse composto no contexto da DM2.

No entanto, ao buscar informagdes acerca do impacto de exercicio fisico na vitamina C,
muito se nota a associacdo de protocolos de treinamento com a suplementacdo via oral da
vitamina (BOONTHONGKAEW et al., 2021; RAGHEB et al., 2020; SHAW et al., 2017), e
estudos que demonstram o efeito do exercicio fisico isoladamente sdo escassos, reiterando a
importancia dos resultados encontrados em nosso estudo. Nesse contexto, apos 16 semanas de
treinamento em circuito, o grupo diabetes apresentou um aumento importante nos niveis de
vitamina C, sem que houvesse suplementacdo exdgena do composto.

Por fim, foi avaliada a atividade da MPO, uma enzima oxidante que produz espécies
reativas que atacam e modificam a funcdo de células saudaveis (NDREPEPA, 2019). Sua
atividade apresentou importante diminuicdo apds as 16 semanas de treinamento misto em
circuito, especialmente no grupo diabetes. Além disso, ja foi reportado na literatura que a
atividade aumentada da MPO estd associada a maiores niveis de glicose e de HbAlc
(BORATO et al., 2016), e que ela pode interagir com e ativar plaquetas (KOLAROVA et al.,
2013), de forma a assim como o ADP agir em favor da agregacdo plaquetéaria, predispondo a

ocorréncia de eventos pré-trombadticos, o que explicita a sua importancia no contexto na DM2,
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5 CONCLUSAO

Portanto, foi possivel observar beneficios em parametros bioquimicos e
hemodindmicos nas voluntarias da pesquisa. Ademais, quanto aos componentes do sistema
purinérgico e do estresse oxidativo, a diminui¢do da atividade da E-NTPDase para ahidrolise
de ADP, associada a diminuicdo sérica de ATP, ao aumento da atividade da GST edos niveis
de vitamina C, como também a diminuicdo da atividade da MPO sugerem que estetipo de
exercicio modulou elementos em favor de um pardmetro de anti-agregacéo plaquetaria.

Em uma doenca cujas complicagbes  impactam  fortemente em
niveis de morbimortalidade e tem como base de sua fisiopatologiaos eventos pro-
tromboticos, oestabelecimento de um padrdo que regula as plaquetas tanto pela diminuicéo de
pro-agregantes (ATP, ADP e MPO) quanto pelo aumento de antiagregantes, explicita a
importancia doexercicio fisico no manejo do quadro. Logo, o treinamento fisico misto em
circuito se mostrou uma importante ferramenta terapéutica no controle de importantes

parametros da DM2 em mulheres.
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