S"’A UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
oY

UNICAMP

FACULDADE DE EDUCACAO FiSICA

RENATA GARBELLINI DUFT

RESPOSTAS METABOLICAS AGUDAS E CRONICAS AO EXERCICIO FisICO
EM PESSOAS DE MEIA IDADE EUTROFICAS, OBESAS E DIABETICAS TIPO 2
UTILIZANDO A ABORDAGEM LIPIDOMICA

Campinas

2022



RENATA GARBELLINI DUFT

RESPOSTAS METABOLICAS AGUDAS E CRONICAS AO EXERCICIO FiSICO
EM PESSOAS DE MEIA IDADE EUTROFICAS, OBESAS E DIABETICAS TIPO 2
UTILIZANDO A ABORDAGEM LIPIDOMICA

Tese apresentada a Faculdade de Educacéo
Fisica da Universidade Estadual de Campinas
como parte dos requisitos para a obtencdo do
titulo de Doutora em Educacao Fisica, area de

concentracdo em Atividade Fisica Adaptada.

Orientadora: Profa. Dra. Claudia Regina Cavaglieri

Este exemplar corresponde a versdo final da tese
defendida pela aluna Renata Garbellini Duft e orientada

pela Profé Dr2 Claudia Regina Cavaglieri

Campinas
2022



Agéncia(s) de fomento: FAPESP
n° do Proc.: 2017/11033-8

Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca da Faculdade de Educacéo Fisica
Andréia da Silva Manzato - CRB 8/7292

Duft, Renata Garbellini, 1990-

D877r Respostas metabdlicas agudas e cronicas ao exercicio fisico em pessoas
de meia idade eutréficas, obesas e diabéticas tipo 2 utilizando a abordagem
lipidémica / Renata Garbellini Duft. — Campinas, SP : [s.n.], 2022.

Orientador: Claudia Regina Cavaglieri.
Tese (doutorado) — Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de
Educacéao Fisica.

1. Exercicios fisicos. 2. Lipidémica. 3. Obesidade. 4. Diabetes mellitus tipo
2. 5. Resisténcia a insulina. |. Cavaglieri, Claudia Regina. Il. Universidade
Estadual de Campinas. Faculdade de Educacéo Fisica. . Titulo.

Informacdes Complementares

Titulo em outro idioma: Acute and chronic metabolic responses to physical exercise in
normal-weight, obese and type 2 diabetic middle-aged people using the lipidomics approach
Palavras-chave em inglés:

Exercises

Lipidomics

Obesity

Diabetes Mellitus, Type 2

Insulin Resistance

Area de concentragio: Atividade Fisica Adaptada

Titulagao: Doutora em Educacéao Fisica

Banca examinadora:

Claudia Regina Cavaglieri [Orientador]

Alessandra Sussulini

Fabio Santos de Lira

Alvaro Reischak de Oliveira

Paulo lvo Homem de Bittencourt

Data de defesa: 05-12-2022

Programa de Pos-Graduacgao: Educacéo Fisica

Identificagédo e informagdes académicas do(a) aluno(a)
- ORCID do autor: https://orcid.org/0000-0003-0031-6171
- Curriculo Lattes do autor: http://lattes.cnpq.br/54807 9232298806 3



Agradecimentos

Agradeco a Fapesp — Fundacédo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo
(processo n° 2017/11033-8) pelo financiamento da minha bolsa de doutorado e bolsa BEPE

(processo n° 2019/25817-6), sem 0s quais esse projeto nao teria sido desenvolvido.

A minha orientadora Dra. Claudia Regina Cavaglieri pelos ensinamentos e pela
confianca no meu trabalho desde 2013, quando cheguei ao FISEX para realizar a minha

primeira iniciacdo cientifica, depois mestrado e agora doutorado.

Agradeco aos voluntarios que participaram desse projeto, sem 0s quais nada
disso teria sido possivel. A todos meus amigos e colegas do Fisex que de alguma forma
participaram do projeto, seja ajudando nos treinos, coletas de dados, ou mesmo nas
discussbes produtivas tomando um cafezinho, as quais contribuiram para minha formacéo

académica.

Agradeco ao Ivan pela parceria ao longo desses anos, sempre me ajudando em
tudo que precisei no lab, e por todo o0 empenho e dedicacédo para que esse projeto fosse
realizado. A Ana, pela amizade e parceria no Fisex, sempre disposta a ajudar, mas também

sempre promovendo altas risadas para aliviar o estresse da vida académica.

Ao Laboratério Inovare e ao professor Rodrigo Ramos Catharino por ter aberto as
portas e cedido um de seus equipamentos para realizacéo de parte das analises. A professora
Alessandra Sussulini por ter me ajudado a conseguir finalizar as analises no Instituto de

Quimica da Unicamp.

Agradeco ao professor Jules Griffin por ter me recebido em seu laboratorio no
Imperial College London para a realizagdo da minha bolsa sanduiche, e por ter me ensinado
muito sobre metaboldmica e lipidémica em tdo pouco tempo. A Susana que me ensinou tudo
sobre cromatografia liquida e preparacdo de amostras para lipiddmica durante meu

sanduiche.

Agradeco a Isis que sempre me socorreu quando eu precisava saber conceitos
guimicos relacionados as técnicas analiticas para desenvolver esse projeto, ou nos diversos
calculos para as preparacdes de amostras no laboratério. Além disso, agradeco por todo

carinho, companheirismo e por sempre me apoiar e me aconselhar.

Por fim, agradeco meus pais Solange e Roberto, por sempre me apoiarem
emocional e financeiramente para que eu pudesse chegar até aqui hoje na finalizacao desse

doutorado.



RESUMO

A lipiddbmica clinica tem sido amplamente utilizada no estudo do metabolismo lipidico, o qual
pode ser alterado por doencas crbnicas nao transmissiveis (DCNT), como obesidade e
diabetes tipo 2 (DM2). A pratica regular de exercicio fisico, principalmente o treinamento
combinado (TC), que associa os beneficios fisioldgicos do treinamento aerébico (TA) e do
treinamento de forca (TF) € um excelente tratamento ndo farmacoldgico para essas doencas
metabolicas. No entanto, ndo estad claro se o exercicio fisico de intensidade moderada
consegue alterar o perfil lipiddmico de individuos com e sem doengas, em intervencdes
agudas e cronicas. O objetivo desse estudo foi analisar as respostas agudas do TA, TF e TC,
e as respostas crénicas ao TC utilizando a lipidémica, em individuos eutroficos, obesos e com
DM2, sem intervencgédo de dieta. Foram selecionados 127 voluntérios na meia-idade (40 a 60
anos), de ambos os sexos, com indice de massa corporal (IMC) entre 18 e 34,9 kg/m2. Foram
realizadas analises funcionais (forca maxima (1RM) e aptidao aerébia (VO.max)), composicao
corporal (Pletismografia - BODPOD), antropometria (peso, altura e circunferéncias), coletas
de sangue em jejum nos momentos pré e pés-controle, e pos-treino. As sessdes agudas foram
realizadas ao final do periodo controle. A intervencdo de TC foi composta pelo TF (3 séries
de 10 a 12 repeti¢cbes (50 a 75% de 1RM)) seguido de TA (35 min em 50 - 70% do VO2max)
na mesma sessédo, 3 vezes por semana, durante 16 semanas. Foram realizadas analises
lipiddmicas por infusdo direta no espectrdbmetro de massas. As sessfes agudas promoveram
diferentes respostas de aumento e diminuicdo de espécies de lipidios como ceramidas (Cer),
ceramida fosfoetanolamina (CerPE), esfingomielina (SM), triacilglicerol (TAG), diacilglicerol
(DAG), gangliosideos (GM3), acidos graxos (FA), fosfaditilcolina (PC), fosfaditiletanolamina
(PE), lisofosfaditilcolina (LPC), lisofosfaditiletanolamina (LPE) e cardiolipina (CL). Os grupos
eutréfico e DM2 apresentaram efeitos metabdlicos combinados de TA e TF na sesséo de TC,
enguanto o grupo obeso apresentou concorréncia entre os treinos. A sessdo aguda de TC e
agudas crbnicas (TCC) apresentaram mudancas nas espécies lipidicas mobilizadas,
confirmando que o treinamento crénico altera a resposta aguda ao exercicio. O TC crénico
reduziu espécies de Cer, hexosilceramidas (HexCer), SM, ceramida fosfato (CerP), CerPE,
GM3, FA, TAG, DAG, PC e aumentou as espécies de dihexosilceramida (Hex2Cer), LPC, PE,
LPE e CL. Essas alteracOes lipidicas estdo relacionadas aos mecanismos pelos quais o
exercicio promoveu aumento do VO.max, forca, massa magra, sensibilidade a insulina, além
da reducao de circunferéncias, massa gorda, glicemia, insulina, resisténcia a insulina (RI), os
guais sao essenciais para reduzir o risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares
(DCV) e relacionadas a obesidade e diabetes, melhorando a saude dos voluntarios, sem
intervencgdo dietética.

Palavras chave: exercicio fisico, obesidade, diabetes tipo 2, resisténcia a insulina, lipidémica,

metabolismo, treinamento combinado.



Abstract

Clinical lipidomics has been widely used in the study of lipid metabolism, which can be altered
by chronic non-communicable diseases (NCDs), such as obesity and type 2 diabetes (T2D).
The regular practice of physical exercise, especially combined training (CT), which combines
the physiological benefits of aerobic training (AT) and resistance training (RT) is an excellent
non-pharmacological treatment for these metabolic diseases. However, it is not clear whether
moderate-intensity physical exercise can alter the lipidomic profile of individuals with and
without diseases, in acute and chronic interventions. This study aimed to analyse the acute
responses to AT, RT, and CT, and the chronic metabolic responses to CT using lipidomics in
normal-weight, obese and T2D individuals, without dietary intervention. A total of 127 middle-
aged volunteers (40 to 60 years), of both sexes, with body mass index (BMI) between 18 and
34.9 kg/m? were selected. Functional analyses (strength (1RM) and cardiorespiratory fitness
(VO2max)), body composition (Plethysmography — BOD POD), anthropometry (weight, height,
and circumferences), fasting blood samples were performed pre- and post-control and post-
training moments. Acute sessions were performed at the end of the control period. The CT
intervention consisted of RT (3 sets of 10-12 repetitions (50-75% of 1RM)) followed by AT (35
min at 50 - 70% of VO;max) in the same session, 3 times a week for 16 weeks. Lipidomic
analyses were performed by direct injection into a mass spectrometer. The acute sessions
promoted different metabolic responses, increasing and decreasing lipid species such as
ceramides (Cer), ceramide phosphoethanolamine (CerPE), sphingomyelin (SM),
triacylglycerol (TAG), diacylglycerol (DAG), gangliosides (GM3), fatty acids (FA),
phosphatidylcholine (PC), phosphatidylethanolamine (PE), lysophosphatidylcholine (LPC),
lysophosphatidylethanolamine (LPE) and cardiolipin (CL). The normal-weight and T2D groups
presented combined metabolic effects of AT and RT in the CT session, while the obese group
presented concurrence between training sessions. The acute session of CT and acute chronic
(CTC) showed changes in the lipid species mobilized, confirming that chronic training alters
the acute response to exercise. Chronic CT reduced species of Cer, hexosylceramides
(HexCer), SM, ceramide phosphate (CerP), CerPE, GM3, FA, TAG, DAG, PC, and increased
species of dihexosylceramide (Hex2Cer), LPC, PE, LPE, and CL. These lipid changes are
related to the mechanisms by which exercise promoted an increase in VO.max, strength, free
fat mass, and insulin sensitivity, in addition to a reduction in circumference, fat mass, blood
glucose, insulin, insulin resistance (IR), which are essential to reduce the risk of developing
cardiovascular (CVD) and related diseases to obesity and diabetes, improving the health of

volunteers, without dietary intervention.

Keywords: exercise, obesity, type 2 diabetes, insulin resistance, lipidomics, metabolism,

combined training.
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1. INTRODUCAO

A ciéncia tem avancado cada dia mais na area de biologia celular e molecular.
Desde o Projeto Genoma Humano os cientistas tiveram uma nova visdo de biologia, o que é
chamado Biologia de Sistemas. Ao contrario da biologia tradicional que estuda genes ou
proteinas individualmente, a Biologia de Sistemas busca uma visdo ampla e integrada dos
sistemas, das vias metabdlicas e suas conexdes. Trata-se de uma abordagem holistica para
desvendar a complexidade dos sistemas biolégicos, partindo da ideia de que o todo € maior
que a soma das partes. E uma area de estudos interdisciplinar, a qual integra conhecimento
da biologia, quimica, fisica, matemética, ciéncia da computacéo, bioinformatica, entre outras.
Pode-se dizer que a biologia de sistemas tem o potencial de explorar novos caminhos, através
da utilizacdo da tecnologia e das ciéncias 6micas (PINU et al., 2019).

A partir desse avanco com a biologia dos sistemas, uma nova porta foi aberta para
entender a interacdo entre as ciéncias “émicas” (genémica, protedmica, transcriptémica e
metabolémica), utilizando técnicas analiticas, como espectrometria de massas acoplada a
outras técnicas como cromatografia liquida (LC-MS), gasosa (GC-MS), eletroforese capilar
(CE-MS) e a ressonancia magnética nuclear (NMR) (MISRA et al., 2019). A metabol6mica,
em especial, faz a identificagdo e quantificagdo de metabolitos, os quais sdo pequenas
moléculas que podem ser quimicamente transformadas e reproduzir uma leitura funcional do
estado fisiol6gico do organismo (JOHNSON; IVANISEVIC; SIUZDAK, 2016; PATTI; YANES;
SIUZDAK, 2012). Dentro do campo de estudo da metabolédmica, ha uma subarea chamada

lipiddmica, que direciona o estudo apenas a classe dos lipidios.

O conjunto de metabdlitos presentes no organismo sob uma condicao fisiologica
em um determinado momento é chamado de metaboloma (FIEHN, 2002; PSYCHOGIOS et
al., 2011). Ja o conjunto dos lipidios é chamado lipidoma e esses variam com o0 sexo, idade,
nutricdo, estlo de vida e doenca (ORESIC; HANNINEN; VIDAL-PUIG, 2008;
QUEHENBERGER; DENNIS, 2011). Os metabolitos sédo substratos e produtos finais do
metabolismo celular que possuem fungdes essenciais como producgéo de energia, estocagem,
transducao de sinais e apoptose (JOHNSON; IVANISEVIC; SIUZDAK, 2016).

Além de fazer a caracterizacdo bioquimica de lipidios, a lipiddmica também
permite uma compreensao mais abrangente da influéncia de lipidios em um sistema biolégico
e 0s mecanismos envolvidos na manutengdo da homeostase lipidica (SWINNEN; DEHAIRS,
2022). A lipidémica clinica vem crescendo e ganhando destaque constantemente,
principalmente porque um desequilibrio no metabolismo lipidico esta ligado a diversas
doencas crbnicas e metabolicas, como obesidade e diabetes tipo 2 (LYDIC; GOO, 2018). Por

meio dessas abordagens, € possivel ter uma andlise ao longo do tempo para observar as



18

mudancas no metabolismo pelas alteracdes das concentracdes dos metabdlitos (OLIVER A.
H. JONES, 2014), caracterizar perfis metabdlicos (KRUMSIEK et al., 2015; ZHANG, Shucha
et al., 2012) e encontrar possiveis biomarcadores com importante papel como ferramenta de
diagnéstico de doencas em pacientes (GRIFFIN; NICHOLLS, 2006; MAMAS et al., 2011,
YANG, Li et al., 2016).

A obesidade é uma doenca enddécrina metabdlica multifatorial considerada uma
doenca crdnica ndo transmissivel (DCNT) que mais se destacou negativamente nos ultimos
anos (CHOOI; DING; MAGKOS, 2019; GONZALEZ-MUNIESA et al., 2017). No Brasil, dados
mostram que cerca de 57,2% da populacdo esta com excesso de peso, sendo maior em
homens (59,9%) do que em mulheres (55,0%). Além disso, cerca de 22,4% da populacdo
brasileira € obesa, mantendo um equilibrio entre mulheres (22,6%) e homens (22%) (SAUDE
et al., 2022). Um atlas da obesidade publicado em 2022 pela Federacdo Mundial de
Obesidade fez uma projecéo de que em 2030, um bilhdo de pessoas no mundo, sendo 1 em
cada 5 mulheres, e 1 em cada 7 homens, viverdo com obesidade (THE WORLD OBESITY
FEDERATION, 2022).

O maior acumulo de tecido adiposo é localizado principalmente nos
compartimentos subcutaneo-visceral, dividido de acordo com sua localizagéo e especificidade
celular em tecido adiposo branco (TAB) e tecido adiposo marrom (TAM) (SEALE, 2013). O
TAB é um tecido conjuntivo composto por adipdcitos, vasos, fibroblastos e infiltrados de
células do sistema imunolégico, que tem caracteristicas de um 6rgdo endécrino e pode
secretar moléculas (citocinas e adipocinas) mediadoras e moduladoras da inflamacéo (fator
de necrose tumoral alfa (TNF alfa), interleucina 6 (IL6)) além de estimular em funcéo disso, a
producdo das mesmas por outros tecidos e células (CHOE et al., 2016). A desregulacdo na
producdo dessas citocinas, em relagdo ao excesso de peso, acarreta em disfuncdes
metabdlicas, causando um estado de inflamacéao de baixo grau propicio ao desenvolvimento
de DCNTSs, como a resisténcia a insulina (RI), Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), entre outras
(SHOELSON, 2006).

A inflamacdo decorrente da obesidade altera etapas da sinalizacdo da insulina
devido ao aumento das concentracdes de citocinas e adipocinas proé-inflamatérias como
TNFa, resistina, IL1-B, entre outras. Ocorre uma reducdo da concentracdo e atividade do
receptor de insulina IRS-1, consequentemente reduzindo a atividade da enzima PI3K
(fosfatidilinositol 3-quinase). Os acidos graxos livres (AGL) influenciam no desenvolvimento
da RI pois ativam os receptores tipo Toll-like 2 e 4 (TLR) na membrana, desencadeando uma
cascata de ativagbes de JNK (c-jun N-terminal kinase), IkK (Ikappa kinase) e NF-kB. A
fosforilagcdo dos residuos de IRS-1 em residuos de tirosina sdo alvos das moléculas pro-

inflamatorias, prejudicando a translocacdo do GLUT4, levando a Rl (FENG et al., 2020;



19

FREITAS; CESCHINI; RAMALLO, 2014). Além disso, algumas acilcarnitinas elevadas no
plasma de individuos com DM2 podem desencadear a expressao génica de NF-k[3, sugerindo
gue esses metabolitos também possam exercer atividade proé-inflamatéria (FIEHN et al.,
2010).

Vérias classes de lipidios estdo sendo relacionadas a Rl (CAO et al., 2008). As
ceramidas, geradas a partir da hidrélise de esfingomielina, sdo catalisadas pela enzima
esfingomielinase. A ativacdo dessa enzima e a geracdo das ceramidas estédo envolvidas no
mecanismo de acdo do TNF-a e da inflamacgao, tendo papel crucial na Rl (ADAMS et al.,
2003). As ceramidas (Cer) sao consideradas intermediarias, ligando-se aos receptores tipo
Toll 4 (TLR4) na inducdo da RI (HOLLAND et al., 2011). J& foram encontradas fortes
correlagbes entre ceramidas plasmaticas, citocinas pro-inflamatérias circulantes e RI
(SOKOLOWSKA; BLACHNIO-ZABIELSKA, 2019)

As concentracgfes elevadas de Cer plasmaticas também ja foram correlacionados
com doenca arterial coronariana (RAI; BHATNAGAR, 2017; YEBOAH et al., 2010). O aumento
das Cer circulantes também foi observado em individuos obesos e diabéticos tipo 1 (HAUS et
al., 2009), além de observarem correlacdes entre Rl e elevadas concentracdes de TNF-a.
Assim, a elevacdo das Cer plasmaticas pode ser considerada um marcador de R, risco de
aterosclerose e inflamagéo induzida pela obesidade. Além das Cer, outras classes de lipidios
estdo sendo bastante investigadas na relagdo com a RI, entre elas os &cidos graxos
saturados, esfingolipidios (SP) e glicerofosfolipidios (GPs) (RAI; BHATNAGAR, 2017).

Por outro lado, a pratica regular de exercicios fisicos traz beneficios importantes
a salude como a melhora na RI (WHILLIER, 2020), na saude cardiovascular (PINCKARD;
BASKIN; STANFORD, 2019), além de promover aumento da secrec¢do de citocinas anti-
inflamatorias, revertendo esse quadro de inflamag&o subclinica (PEDERSEN, 2017). J& foi
demonstrado na literatura que o TC possui melhores efeitos para a melhora da saude do que
o TA e TF isolados em individuos de meia idade (LIBARDI et al., 2012), obesos e/ou idosos
(VILLAREAL et al., 2017), adolescentes (DAMASO et al., 2014) e diabéticos tipo 2 (AGUIAR
et al., 2014; MAIORANA et al., 2002), uma vez que ocorre uma soma dos beneficios de ambas
as praticas. O TC realizado por individuos com sobrepeso e obesidade da meia idade, e na
adolescéncia, apresentou uma melhora na composi¢ao corporal, melhora metabdlica, reducéo
da inflamacao, aumento da aptidao cardiovascular-respiratoria, aumento da forca e da massa
muscular, reducdo da circunferéncia de cintura, melhora na sensibilidade a insulina e na
captacdo de glicose pelo musculo, mobilizacdo de gordura visceral e subcutanea,
consequentemente melhorando a RI (BONFANTE et al., 2017; BRUNELLI et al., 2015; LOPES

et al., 2016) Além desses beneficios, também ja foi demonstrado que o TC é melhor do que
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o TA e TF isolados para a melhora da saude e controle glicémico em DM2 (CHURCH et al.,
2010a, 2010b; COLBERG et al., 2010; MAIORANA et al., 2002; SIGAL et al., 2007).

Sabendo das alteracdes metabdlicas que a obesidade, Rl e diabetes podem
provocar no organismo, e os beneficios que o exercicio fisico promove, utilizar a lipidémica
para investigar as perturbaces causadas no metabolismo lipidico € uma excelente estratégia
para estudar a dindmica que ocorrem nos sistemas biologicos (GRIFFIN; NICHOLLS, 2006;
ZAMBONI; SAGHATELIAN; PATTI, 2015). O TC também ja foi visto como uma importante
ferramenta para alterar o perfil metaboldomico em obesos de meia-idade e adolescentes
(DUFT, R.G. et al., 2020; DUFT, Renata G. et al., 2017), porém ainda h4 uma lacuna na
literatura em entender as respostas lipidicas decorrentes do TC em diferentes populagdes,
com e sem comorbidade, além de diferencas entre sessdes agudas isoladas de exercicio
aerdbio, forca ou combinados, com volumes igualados, em populacdes diferentes.

1.1. Hipétese
Entre as principais hip6teses deste estudo estao:

e As sessOes agudas de exercicio aerobio, forca e combinado, mesmo em

intensidade moderada, irdo alterar o lipidoma dos 3 grupos;

o Diferentes espécies lipidicas serdo alteradas agudamente entre treinos e entre
grupo;

¢ A resposta aguda e aguda-cronica ao TC serdo diferentes;

e As sessoes de TA e TF terdo um efeito metabdélico combinado no TC, assim

como os efeitos funcionais e marcadores clinicos ja explorados na literatura.

e Cronicamente o TC ird promover os beneficios ja conhecidos, além de
proporcionar uma mudanca no lipidoma desses individuos, trazendo novos candidatos a
biomarcadores para entender melhor os mecanismos e vias metabdlicas e contribuir para a

medicina personalizada.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Metabolismo

A origem da palavra metabolismo vem do grego “metabole” = mudanca, e pode

ser definida como a soma de todas as reagfes quimicas que ocorrem continua e
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simultaneamente dentro de cada célula, em decorréncia de diferentes estimulos, como a
alimentacéo, jejum, exercicio fisico ou doencas, para manter um organismo vivo e saudavel.
Essas reacdes sdo organizadas em vias metabdlicas e sdo normalmente interligadas entre si,
podendo ser divididas em duas principais categorias: anabdlicas e catabdlicas. As vias
anabolicas sdo aquelas de sintese e constru¢do, como a formacédo de glicogénio muscular,
sintese e estoque de acidos graxos em formato de triglicerideos no tecido adiposo, sintese de
proteinas, entre outras. Ja as vias catabdlicas sdo as de quebra de moléculas complexas,
como carboidratos, proteinas e lipidios, em moléculas simples, geralmente liberando energia
quimica em forma de ADP, GTP, NADH, NADPH, FADH,, como a glicélise, beta-oxidagéao,
lipdlise. E por fim ha vias que podem ter ambos os tipos de reac¢do, como o ciclo do &cido
citrico (Krebs) (KEITH N FRAYN, 2010). A Figura 1 representa um mapa metabdlico com as

diversas vias metabdlicas e suas conexoes.

As reacdes metabolicas sdo catalisadas por enzimas especificas a cada etapa, as
quais sdo cruciais para a regulacao metabdlica, uma vez que elas permitem que o fluxo de
reacfes ocorra ou ndo, baseado na necessidade do organismo, em relacéo a disponibilidade
de substrato e intermediarios (NELSON; COX, 2018). Ha também a regulacdo metabdlica
mediada por horménios, como cortisol, epinefrina, norepinefrina, insulina, glucagon, os quais
atuam nas células-alvo, ligando-se a receptores especificos na superficie da célula,
intracelulares ou intranucleares (VOET; VOET, 2011). A ligagdo do hormdnio ao seu receptor
acoplado na membrana celular desencadeia uma transducdo de sinal (mediada pela
fosforilagdo ou desfosforilagdo de proteinas, como receptores de insulina, adrenérgicos,
proteina G) e uma amplificagdo em uma complexa cascata de sinaliza¢do. As moléculas que
participam dessas cascatas as vezes sdo chamadas de "segundos mensageiros”, podendo
ser eles cAMP ou AMP ciclico (adenosina 3',5'-monofosfato ciclico), cGMP, ions de calcio
Ca?*, fosfaditilinositol e compostos relacionados (VOET; VOET, 2011).

Em geral, o metabolismo pode ser considerado uma linha de produgédo quimica
muito bem organizada e cadtica ao mesmo tempo, dividida entre enzimas operarias que fazem
as reacOes quimicas acontecerem, hormonios fiscais de producéo reguladores, e os produtos
(metabdlitos) passando por diversas etapas de montagem. H& metabdlitos considerados
matérias-primas (precursores), alguns produtos semiacabados (intermediarios) e materiais
residuais sendo constantemente utilizados, produzidos, transformados, transportados e
excretados. O principal meio de transporte de substancias entre tecidos é a corrente
sanguinea. O plasma sanguineo é uma mistura aquosa de sais, moléculas orgéanicas e células
como glicose, aminoacidos, peptideos, proteinas, lipidios, glébulos vermelhos. Ja4 o soro
sanguineo é bem semelhante ao plasma, porém ndo apresenta fibrinogénio, usada no

processo de coagulacdo. Por isso a mensuracéo de substancias presentes no soro ou plasma
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para entender melhor o metabolismo é de extrema importancia (KEITH N FRAYN, 2010;

VOET, DONALD; VOET, JUDITH G.; PRATT, 2016).
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Figura 1. Representacao das vias metabdlicas interconectadas. As linhas simples representam vias metabdlicas comuns
a quase todas as formas de vida, j4 as linhas duplas ndo ocorrem em humanos. Nés laranjas: metabolismo de
carboidratos, violetas: fotossintese, vermelho: respiragéo celular, rosa: sinalizagéo celular, azul: metabolismo de amino
acidos, cinza: metabolismo de vitaminas e cofatores, marrom: metabolismo de nucleotideos e proteinas, verde:

metabolismo de lipidios. Fonte: https://commons.wikimedia.org/wiki/Category:Metabolic _pathways

Toda essa organizacdo metabdlica, quando em harmonia, permite que o
organismo se mantenha vivo e saudavel. Porém, quando ha algum tipo de distarbio
metabdlico, que pode ser causado por um estilo de vida ndo saudavel, incluindo ma
alimentagéo, sedentarismo, estresse excessivo, aumenta - se o risco de desenvolver doengas

crdnicas como obesidade, diabetes, doencas cardiovasculares, entre outras.


https://commons.wikimedia.org/wiki/Category:Metabolic_pathways

23

2.2. Resisténcia a insulina, obesidade e diabetes tipo 2

A obesidade tem aumentado substancialmente nas Ultimas décadas, chegando a
niveis pandémicos. A Federacdo Mundial de Obesidade, a Federacdo Americana de
Obesidade e AssociacBes Médicas Canadenses ja declararam a obesidade uma doenca
progressiva crbnica e ndo apenas um fator de risco para outras doencas, a qual é
caracterizada por um desbalanco energético a longo prazo entre uma abundéncia de calorias
ingeridas e pouca quantidade de calorias gastas durante o dia. Esse excesso de energia sera
estocado em forma de tecido adiposo (BLUHER, 2019).

O acumulo de tecido adiposo leva a diversos disturbios, como RI, DM2 e doencas
cardiovasculares. A obesidade €é a principal responsavel pelo desenvolvimento de
comorbidades como a Rl nos musculos esqueléticos e no figado. Além dela, a intolerancia a
glicose, hipertrigliceridemia, baixo colesterol HDL (lipoproteina de alta densidade),
hipertensédo, aterosclerose e capacidade fibrinolitica diminuida séo fatores que contribuem
para o risco cardiometabdlico, aumentando significativamente o risco para doencas
cardiovasculares. Segundo a Federacao Internacional de Diabetes, em 2019 cerca de 463
milhdes de adultos estavam vivendo com DM2 no mundo, e dados projetam que em 2045
cerca de 700 milhdes terdo DM2 (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2019).

A RI é definida como uma diminuigdo da resposta dos tecidos periféricos a agédo
da insulina e, consequentemente, comprometimento no armazenamento pdés-prandial de
nutrientes, principalmente no musculo esquelético, no figado e tecido adiposo. Durante a fase
de resisténcia, as ilhotas pancredticas ainda ndo estdo danificadas e respondem a
concentracdes elevadas de glicose no sangue, levando a um excesso de secre¢do de insulina,
resultando em sua hipertrofia e necrose. A insulina é responsavel por aumentar a lipogénese
e a sintese proteica e de glicogénio, suprimindo a producéo e liberacdo de glicose hepética.
A RI causa desregulacdo desses processos e esta relacionada a inibicdo da cascata de
transducado de sinais para o receptor de insulina, e fosforilacdo dos substratos proteicos do
receptor de insulina, principalmente o IRS-1 (SANTORO; MCGRAW; KAHN, 2021;
SHOELSON, 2006). Como consequéncia de manter continuamente altas concentractes de
insulina no sangue, tecidos periféricos tornam-se resistentes a esse horménio. Além disso,
diversas classes de lipidios como as ceramidas, diacilgliceréis, acilcarnitinas de cadeia curta,
espécies reativas de oxigénio (ROS), aminoacidos de cadeia ramificada e outros metabdlitos,
0s quais foram todos apontados como antagonistas da acdo da insulina, ou seja, a sua
presenca faz com que o mecanismo de acdo da insulina seja prejudicado, levando a
resisténcia desse hormdnio (SOKOLOWSKA; BLACHNIO-ZABIELSKA, 2019).
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No musculo e no tecido adiposo, a via de sinalizacdo Akt/proteina quinase B
(AKT/PKB) estimula a transferéncia do transportador de glicose insulino-dependente (Glut 4)
de dentro da célula para a membrana, facilitando o influxo de glicose para as células
musculares (FLORES-OPAZO; MCGEE; HARGREAVES, 2020). A Akt/PKB também promove
o transporte de aminoacidos, vasodilatacdo por ativacdo da enzima Oxido nitrico sintase,
estimula a sintese de glicogénio no figado, além de induzir a sintese proteica nos musculos.
No tecido adiposo, promove a sintese de acidos graxos, que esta ligada ao acumulo de
gordura visceral. O acumulo de lipidios intramusculares, principalmente diacilgliceréis (DAG),
Cer e acil-CoA de cadeia longa tem sido proposto como pecas-chave na indugéo da RI. Além
de Cer, outros esfingolipidios como esfingosina (Sph) e esfingosina 1-fosfato (S1P) estéo
relacionados com inflamacdo e desregulacdo metabdlica (SOKOLOWSKA; BLACHNIO-
ZABIELSKA, 2019).

2.3. Lipidios

Os lipidios desempenham papéis essenciais no metabolismo energético e na
sinalizacao celular, além de serem componentes constituintes das membranas plasmaticas e
particulas lipidicas, como lipoproteinas e vesiculas extracelulares. A desregulagédo do
metabolismo lipidico esta associada a doencas cardiovasculares, DM2, Alzheimer, cancer,

esteatose hepatica ndo alcodlica, entre outras (MEIKLE et al., 2021).

Existem 8 principais classes de lipidios conforme a plataforma digital do consércio
LIPID MAPS (Lipids Metabolites and Pathways Strategy), sdo elas: acidos graxos (FA),
glicerolipidios (GL), glicerofosfolipidios (GP), esfingolipidios (SP), lipidios esterbis (ST),
lipidios prendis (PR), sacarolipidios (SL) e policetideos (PK). Essas 8 categorias apresentam
um total de 84 classes principais e 338 subclasses atualmente, pois sdo constantemente
atualizadas segundo o descobrimento de novas moléculas (LIEBISCH et al., 2020). Porém,
no lipidoma de humanos, encontramos apenas 6 dessas classes, excluindo policetideos e
sacarolipidios, os quais estdo representadas na Figura 2, exemplificando a divisdo de

categorias, classes e subclasses dos lipidios.

2.3.1.Acidos Graxos

Os acidos graxos sédo acidos carboxilicos com cadeias de comprimento entre 4 e
36 carbonos (C4 a Csg), podendo essas serem totalmente saturadas (sem ligacdes duplas) e
ndo ramificadas ou com uma, ou mais ligacées duplas (mono (MUFA) ou polinsaturados
(PUFA)), respectivamente. Os acidos graxos de cadeia longa possuem funcdes cruciais em

mamiferos, por serem constituintes essenciais de fosfolipidios na formagdo de membranas



25

biolégicas; atuam como substratos para a producao de trifosfato de adenosina (ATP) no tecido
muscular, coracéo e figado, os quais sao usados na termogénese no musculo e tecido adiposo
marrom (BAT); sdo moléculas sinalizadoras em processos metabdlicos; e reguladores da
expressao génica (RIDGWAY, N; MCLEOD, 2015).

14 classes principais
64 subclasses

[ ACIDOS GRAXOS ]

{ LIPIDIOS PRENOIS J [LlPiDlos ESTERéls]

5 classes principais 6 classes principais
64 subclasses 38 subclasses

/ \.
_ [ GLICEROLIPIDIOS J

10 classes principais 6 classes principais
31 subclasses 20 subclasses

21 classes principais
124 subclasses

Figura 2. Principais classes e subclasses de lipidios de acordo com o consércio LIPID MAPS (Lipids

Metabolites and Pathways Strategy).

A grande parte dos &cidos graxos sao obtidos na dieta, porém o acido palmitico
(C16:0), o &cido miristico (C14:0) em propor¢do menor e o 4cido esteérico (C18:0) podem ser
sintetizados a partir do excesso de carboidratos em tecidos lipogénicos, como o figado,
glandulas adiposas e mamaérias. O acido linoleico (18: 2n-6) e acido a-linolénico (18: 3n-3),
Omega 6 e 3 respectivamente, sdo Aacidos graxos essenciais e devem ser obtidos
exclusivamente da dieta (HODSON; ROSQVIST; PARRY, 2020).

Os acidos graxos ingeridos na dieta sdo degradados no limen do intestino
delgado. Os sais biliares emulsificam os lipidios ingeridos em micelas mistas e TAGs, agindo
como detergentes biolégicos. As lipases intestinais degradam os TAGs em mono (MAG) e

DAGs, FA e glicerol. Esses produtos se difundem pelas células epiteliais do intestino, onde
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sdo reconvertidos a TAGs e empacotados com o colesterol da dieta e lipoproteinas
especificas, os quilomicrons. As apoliproteinas agem ligando-se a lipidios no sangue para
realizar o transporte de TAGs, GPs, colesterol, ésteres entre os 6rgdos. A parte proteica das
lipoproteinas sao reconhecidas por receptores nas membranas celulares e na absor¢cdo no
intestino. Os quilomicrons que contém a apoliproteina C-Il (apoC-Il), deslocam da mucosa
intestinal para o sistema linfatico e entram no sangue em direcdo aos musculos e tecido
adiposo. Nos capilares desses tecidos ocorre a hidrélise de TAGs em FA e glicerol pela
enzima lipase lipoproteica (ativada pela apoC-Il). Esses séo entdo absorvidos pelas células
nos tecido-alvos. No musculo esses FAs sdo oxidados para obtengéo de energia, enquanto
no tecido adiposo eles séo reesterificados para armazenamento em TAGs (ZHANG, Yan et
al., 2021). Para serem metabolizados dentro das células, os &cidos graxos precisam ser
ligados a proteinas ligadoras de acidos graxos na membrana celular e no citosol, com o papel
principal de facilitarem sua captagdo: proteina ligadora de &cidos graxos da membrana
plasmatica (FABPpm), a translocase de &cido graxo (FAT), a proteina transportadora de acido
graxo (FATP) e a proteina ligadora de &cidos graxos citosélica (FABP)(BONEN; MISKOVIC;
KIENS, 1999).

Os lipidios neutros (FAs, colesterol, ésteres de colesterol e TAGS) séo
armazenados nos adipdcitos (goticulas lipidicas) na forma de TAGs envoltos por GPs. Sua
superficie é revestida por proteinas chamadas perilipinas, as quais restringem o acesso as
goticulas a fim de evitar uma mobilizagdo prematura desses lipidios. Quando h4 demanda de
energia metabdlica, ocorre sinalizacdo hormonal e os TAGs armazenados sdo mobilizados e
transportados aos tecidos alvo, onde os FA serdo oxidados para producdo de energia. A
lipdlise depende da ativagdo da enzima lipase horménio-sensivel (HSL), lipase trigliceridica
adiposa (ATGL) e lipase de monoglicerideos (MGL). A sua ativagdo se da por meio de
fosforilagdo em serina, pela acdo da proteina-cinase dependente de cAMP (PKA). Este
processo € estimulado principalmente por catecolaminas, como epinefrina e norepinefrina, e
ocorre durante o jejum ou em condi¢Bes de grande demanda de energia metabdlica, como o
exercicio fisico e certas situacfes de estresse, nas quais ha uma intensa solicitagédo simpatica.
A enzima adenil ciclase na membrana dos adipécitos é ativada, produzindo um segundo
mensageiro intracelular AMP ciclico (CAMP), que ativa a PKa que vai atuar nas perilipinas, as
quais sao fosforiladas e se deslocam da superficie das goticulas, dispersam pelo citosol e
permitem o acesso da HSL ao seu substrato, 0 TAG (BARBOSA; SAVAGE; SINIOSSOGLOU,
2015). Os FAs formados se ligam a FABP sendo levados a membrana celular, onde sao
liberados para o meio extracelular mediante o transporte através da FATP. O glicerol é
transportado para o exterior celular através de transportadores especificos, proteinas

pertencentes a familia das aquagliceroporinas (ARNER, 2005).
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A oxidacéo de acidos graxos ocorre na matriz mitocondrial, onde estao localizadas
as enzimas responsaveis pelo processo. Os FAs que possuem menos de 14 carbonos
conseguem entrar na mitocéndria sem precisar de transportadores, jA 0s que possuem mais
ndo conseguem passar livremente e precisam ser mediados pela carnitina no ciclo da
carnitina, sendo considerado um ponto de regulacdo (ponto limitante) do processo. Durante a
primeira etapa do processo ocorre a -oxidacao, que consiste na remoc¢ao sucessiva de duas
unidades de carbonos na forma de acetil-CoA a cada volta no ciclo. Na segunda etapa, esses
grupos acetil sdo oxidados no ciclo do acido citrico a CO, e agua. Essas duas etapas
produzem transportadores de elétrons NADH e FADH, que na terceira etapa doam os elétrons
na cadeia respiratoria mitocondrial para a producao de ATP. O acetil-CoA produzido no figado
durante a oxidagédo de FA pode entrar no ciclo do &cido citrico ou ser convertido a corpos
cetbnicos (acetona, acetoacetato e B-hidroxibutirato para serem exportados para outros
tecidos e usados como combustivel energético (ADEVA-ANDANY et al., 2019; VOET; VOET,
2011).

2.3.2. Glicerolipidios

Os GLs representam uma grande parcela dos lipidios totais encontrados no
plasma humano, constituidos por 6 classes e 20 subclasses, entre elas os MAG, DAG e TAGs
sdo 0s mais conhecidos. Essa concentragdo de TAGs no plasma é dependente da
alimentacéo e esta distribuida entre os quilomicrons e lipoproteinas de muito baixa densidade
(VLDL). Alguns fatores podem levar a um aumento dessas concentragdes, causando uma
hipertrigliceridemia (dislipidemia fortemente associada ao risco prematuro de doencas
coronariana arterial), entre eles estdo determinantes genéticos, obesidade, diabetes mellitus
descontrolada e sedentarismo (QUEHENBERGER; DENNIS, 2011). Apesar dessa grande
capacidade de armazenamento de TAGs no tecido adiposo, quando excedida (obesidade) ou
acometida por alguma disfuncao (lipodistrofia), faz com que o armazenamento ectopico de
TAG ocorra em tecidos como figado, muasculo esquelético e cardiaco e células beta
pancreaticas, levando a doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica e RI (WANG, Huan;
AIROLA; REUE, 2017).

Os DAGs sdo sintetizados a partir do glicerol-3-fosfato ou a partir de
dihidroxiacetona-3-fosfato (um intermediario da glicolise). Possuem importantes funcées no
metabolismo, entre elas, ser precursor da formacdo de TAGs e atuar como segundo
mensageiro ativando a proteina quinase C, a qual catalisa a fosforilacdo de diversas
proteinas, como a PI3K, IRS-1, podendo levar a RIl. Assim como as Cers, os DAGs tem papel

no mecanismo da lipotoxicidade, que pode também levar a RI (LAIR et al., 2020).
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2.3.3. Glicerofosfolipidios

Os GPs séo os mais abundantes entre os lipidios, possuindo 21 classes e 124
subclasses. Sao os principais componentes das membranas, sendo sintetizados a partir da
adicdo de dois acil-CoAs ao glicerol-3-fosfato (G3P), o qual € um produto da glicélise, pela via
chamada de novo. O &cido fosfatidico (PA) € um precursor do difosfato de citidina - DAG
(CDP-DAG), o qual é usado na sintese de fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE),
fosfatidilserina (PS), fosfatidilinositol (PI), fosfatidilglicerol (PG) e a cardiolipina (CL). A
desfosforilacdo de PA em DAG é uma etapa crucial que controla a biossintese de fosfolipidios
e também o armazenamento energético em forma de TAG (HISHIKAWA et al.,, 2014,
RIDGWAY, N; MCLEOD, 2015; RIDGWAY, Neale D., 2016; VAN MEER; VOELKER;
FEIGENSON, 2008)

A composicgdo de glicerofosfolipidios difere entre os tipos de células, organelas e
membranas internas / externas em mamiferos e sua principal fungdo é a formacdo das
membranas celulares de todos os organismos e organelas dentro das células. As membranas
celulares séo constituidas de uma bicamada de fosfolipidios com residuos de FA hidrofobicos
voltados mutualmente para dentro e as cabecas hidrofilicas orientadas para fora (citosol). A
saturacao dos FA tem influéncia na organizagdo da membrana, por exemplo, os FA saturados
conferem a membrana uma rigidez maior, ao passo que os FA insaturados e a incorporacéo
de outros lipidios, como o colesterol fazem com que o arranjo e a compactacao diminuam,
possuindo um comportamento mais fluido. Eles também possuem fun¢des na sinalizagcéo

celular, no metabolismo e na funcdo mitocondrial (HISHIKAWA et al., 2014).

2.3.4. Esfingolipidios

Os esfingolipidios (SP) sdo a quarta maior classe de lipidios de membrana com
10 classes principais e 31 subclasses. Possuem uma cabeca polar e duas caudas apolares;
contudo, o que os difere dos glicerofosfolipidios e galactolipidios é a auséncia do glicerol. Os
SP sdo compostos por uma molécula de aminoalcool, esfingosina de cadeia longa ou um de
seus derivados, uma molécula de um acido graxo de cadeia longa e um grupo polar unido por
uma ligacéao glicosidica ou fosfodiéster. Quando temos uma ligacao de um FA em uma ligacdo
amida -NH; no C-2, o composto resultante € uma Cer, a qual possui estrutura similar ao DAG.
A Cer é precursora de todos os SPs (VANCE, JEAN E.; VANCE, 2016).

Entre as classes e subclasses de esfingolipidios, ha 3 que se destacam, sendo

elas as esfingomielinas, glicolipidios neutros e gangliosideos. As esfingomielinas estédo
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presentes nas membranas plasméaticas de células animais, especialmente na bainha de
mielina que envolve e isola 0os axénios de alguns neurdnios. Os glicoesfingolipidios ocorrem
na face externa da membrana plasmatica, ndo possuem fosfato e contém aclcares
conectados ao OH no C1 da porcéo Cer. Os cerebrosideos possuem apenas um acgulcar ligado
a Cer. Os gue possuem galactose sdo encontrados em células de tecido neural, enquanto os
gue possuem glicose nas membranas de tecidos ndo neurais. Os globosideos geralmente
possuem dois ou mais acglUcares e podem ser chamados de glicolipidios neutros. Ja os
gangliosideos séo os mais complexos, tendo oligossacarideos como grupo na cabecga polar e
residuos de N-acetilneuraminico (Neu5AC), um acido sialico. Os SP também podem servir
como fontes de mensageiros intracelulares (HANNUN; OBEID, 2017). O acumulo de Cer tem
sido considerado uma marca registrada na manifestacdo de varias disturbios metabdlicos
relacionadas a obesidade, como DM2 e aterosclerose (TURPIN-NOLAN; BRUNING, 2020).

2.3.5. Lipidios Esterdis

Os esterodis sao lipidios estruturais presentes nas membranas da maioria das
células eucaritticas. Possuem 6 classes principais e 38 subclasses. Além de possuir um papel
como constituinte da membrana, os lipidios esterbis servem como precursores para varios
produtos com atividades biol6gicas especificas e os horménios esteroides sdo potentes
sinalizadores bioldgicos reguladores da expressdo génica. O colesterol é o principal lipidio
esterol nos tecidos animais, sendo esse anfipatico, com um grupo cabeca polar e um corpo
hidrocarbonado apolar. Ele é sintetizado no figado e precursor da vitamina D e de horménios
do sistema reprodutor, como o estrogénio, testosterona e progesterona, 0S quais Sao
secretados por glandulas endécrinas. O colesterol também é precursor da aldosterona usado
como um regulador osmoético e o cortisol, que possui importante papel no metabolismo.
Também sédo precursores dos acidos biliares, os quais sao derivados polares do colesterol
gue atuam como detergentes intestinais, emulsificando as gorduras ingeridas na dieta para
torna-las acessiveis as lipases digestivas. Eles também podem atuar atenuando os receptores
gue comunicam mensagens de neurotransmissores, por isso, 0s esteroides sao

frequentemente usados em medicamentos anestésicos (MOURITSEN; BAGATOLLI, 2016).

2.3.6. Lipidios Prendis

Os lipidios prendis possuem 5 classes principais e 64 subclasses, entre elas estao
os isoprendides, poliprendis, quinonas e hidroquinonas. Entre os poliprendis destaca-se o
dolicol, um lipidio de membrana presente em todas as células eucaritticas dos tecidos. E

composto por uma cadeia de unidades isoprendides e um grupo hidroxila terminal, o qual
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pode ser fosforilado ou esterificado com acidos graxos. O comprimento da cadeia é variavel
e em humanos normalmente ha entre 17 e 20 unidades, sendo 19 o mais prevalente. Alguns
estudos em idosos mostraram um acumulo de dolicol nos tecidos de humanos com o
envelhecimento, o que pode ocorrer devido a degradacdo nao enzimatica do dolicol ser
reduzida em células hepaticas mais velhas em relacdo a jovens. Também ocorre uma
desregulacdo do 3-hidroxi-3-methyl-glutaril-CoA (HMG-CoA) com a idade e parece que o
dolicol pode funcionar como um antioxidante lipofilico nas membranas celulares, com o0s

PUFAs e Vitamina E (BERGAMINI et al., 2004).

Para identificar essas classes de lipidios em amostras biolégicas, a abordagem
lipiddmica vem sendo utilizada, através do uso de diferentes técnicas analiticas como

espectrometria de massas e ressonancia magnética nuclear.

2.4. Lipidomica

A lipidémica surgiu em meados de 2003, com a premissa de realizar a
identificacdo e quantificacdo de lipidios em larga escala. Porém, na época as grandes
limitacbes eram as técnicas analiticas que ainda ndo permitiam uma analise global tao
rebuscada, e a inexisténcia de softwares para analisar esses dados de maneira eficiente
(WENK, 2005). Com o avanco das técnicas analiticas, principalmente da MS, ja é possivel
fazer andlises em larga escala, utilizando softwares e grande processamento computacional,
0 que permitiu maiores aplicagcbes em diversas areas, principalmente na das ciéncias
biomédicas. A lipiddmica € uma subclasse da metabolémica, uma vez que a deteccéo de
alguns lipidios durante as analises ndo eram suficientes para compreender esse universo
todo. Sendo assim, foi necessario criar uma nova area de estudos para que toda a diversidade
de espécies fossem melhor exploradas (WANG, Jianing; WANG; HAN, 2019; YANG, Kui;
HAN, 2016).

Os lipidios desempenham funcdes celulares essenciais, como ja discutido
anteriormente, sdo altamente complexos, diversos e dindmicos, ou seja, mudam
constantemente com as condicdes fisiol6gicas, patolégicas e ambientais. Por isso, a
lipidémica € uma ferramenta essencial para a descoberta de biomarcadores lipidicos para
melhor elucidar estados fisiopatoldgicos (YANG, Kui; HAN, 2016).

As amostras devem ser coletadas, processadas, manuseadas e estocadas de
maneira correta e eficiente para evitar degradacfes enzimaticas e ocorréncia de processos
bioquimicos. Para a condugcdo de experimentos utilizando a lipiddmica sdo necessarias

algumas etapas, incluindo a preparacdo da amostra, aquisicdo e processamento dos dados e
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interpretacdo dos dados, como representado no fluxograma da Figura 3 (ZULLIG;
TROTZMULLER; KOFELER, 2020).

Fluxograma de Analise Lipidomica para Descoberta de Biomarcadores
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Figura 3. Fluxograma de andlise lipidémica. Figura criada utilizando BioRender.

A etapa de preparacdo da amostra vai depender do tipo de amostra (soro, plasma,
urina, tecidos, saliva, culturas de células), experimento (targeted ou untargeted) e
equipamento o qual sera utilizado. Para tecidos é necessaria uma etapa adicional de
disrupcdo e homogeneizacdo da amostra, seguido da extracdo de lipidios realizada por
solventes organicos como cloroférmio e metanol (ZULLIG, TROTZMULLER; KOFELER,
2020). A preparacdo da amostra € uma etapa crucial no fluxograma e deve ser realizada com
muito cuidado, pois pode afetar diretamente a qualidade dos espectros adquiridos.

Em relacdo aos métodos analiticos, os mais utilizados sédo MS e NMR, porém, a
MS é mais indicada para detec¢do de lipidios, uma vez que fornece melhor resolugéo e
sensibilidade comparadas & NMR. A espectrometria de massas pode ser acoplada a métodos
de separacdo, como a cromatografia gasosa (GC-MS), cromatografia liquida (LC-MS);
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC-MS) ou ultra alta eficiéncia (UHPLC-MS). H&
também o método de infusdo direta (shotgun), mobilidade ibnica acoplada a espectrometria
de massas (ion-mobility), métodos de imageamento, empregando, por exemplo, a ionizagéo
e dessorc¢do a laser assistido por matriz (MALDI-MS), entre outros. A LC-MS é frequentemente
mais usada por permitir uma melhor separagdo dos compostos, para identificacdo e

guantificacdo mais precisas. O método de infusao direta € mais utilizado quando a quantidade
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de amostras é muito grande por ser mais rapido, porém, a separacdo e identificacdo dos
analitos pode ser mais desafiadora (HOLCAPEK; LIEBISCH; EKROOQOS, 2018; WANG,
Jianing; WANG; HAN, 2019; YANG, Kui; HAN, 2016).

A utilizacdo desses métodos permite a realizacdo de diferentes tipos de andlise,
como as ndo direcionadas (Untargeted), a qual detecta todos os lipidios presentes em uma
amostra, sem um grupo alvo, com foco na descoberta de novos biomarcadores. A
quantificacdo dos metabdlitos nesse método € realizada de forma semiquantitativa, através
da comparacdo de intensidades entre grupos. Ja as analises direcionadas (targeted) se
concentram na quantificacdo absoluta de um namero limitado de marcadores pré-definidos
usando padrdes internos frequentemente marcados isotopicamente. O namero limitado é

devido a disponibilidade e custo dos padrdes comercialmente (CONTREPOIS et al., 2018).

s

Ap6s a aquisicdo dos dados é necessario um processamento dos mesmos,
utilizando softwares que requerem grande capacidade computacional para transformar os
dados espectrais em uma tabela de dados, a qual seré filtrada e organizada para as analises
estatisticas (MISRA, 2021). Entre os métodos estatisticos estdo os multivariados e
univariados, como a andlise de componentes principais (PCA), analise discriminante por
minimos quadrados parciais (PLS-DA), andlise ortogonal discriminante por minimos
guadrados parciais (OPLS-DA), volcano plot, heatmaps, entre outros. Apos a sele¢cdo dos
principais biomarcadores, é possivel a utilizagdo de andlises de vias metabdlicas para auxiliar
a interpretacdo biolégica dos mesmos (ZHAO et al., 2019). A abordagem lipidémica vem
sendo cada vez mais utilizadas na descoberta farmacos, nutricdo, mecanismos relacionados
a diversas doencas como Alzheimer, doengas cardiovasculares, obesidade, diabetes e
recentemente ao exercicio fisico, o qual pode ser utilizado no combate a essas doencas. A
Figura 4 mostra algumas das principais utilizagbes das abordagens metabolémica e

lipiddmica.

2.5. Exercicio fisico, obesidade, diabetes e lipidémica

O exercicio fisico é considerado a melhor terapia ndo farmacolégica no combate
a doengas cronicas ndo transmissiveis, especialmente obesidade, Rl e DM2. O principal papel
do exercicio fisico € a manutencédo do peso corporal, através do aumento do gasto energético,
levando a reducdo da massa gorda e aumento da massa magra em geral. Com o avanco da
tecnologia e facilidades do mundo moderno, a populacdo esta cada vez mais sedentaria e
gastando menos energia para realizar atividades da vida diaria. Atrelado a isso, temos a ma
alimentacdo que é uma tendéncia mundial, devido ndo s6 a falta de tempo, mas também

devido & industria alimenticia com a producéo de alimentos ultra processados e as grandes
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redes de fast-foods cada vez mais comuns entre adultos, jovens e criancas. Por conta disso,
a obesidade tem crescido substancialmente por todo o mundo nas Ultimas décadas, e tudo
indica que continuara a crescer pelos préoximos anos (CHURCH, Tim, 2011; GARBER et al.,
2011; SCHWARTZ et al., 2017).
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Figura 4. Principais areas de utilizacdo das abordagens metabol6mica e/ou lipidémica. Figura criada utilizando

o Canva.

A inatividade fisica ja foi reconhecida como uma pandemia que precisa de
medidas globais urgentes, uma vez que ela causa um grande problema na economia mundial,
além de estar entre as principais causas de mortalidade. Pessoas sedentarias estdo mais
suscetiveis a desenvolver doengas crénicas ndo transmissiveis, 0 que gera um aumento nos
gastos publicos de saude. Além disso, pessoas doentes possuem uma produtividade menor,

0 que também afeta a economia em grande escala (DING et al., 2016).

Os numeros relacionados ao sedentarismo aumentaram muito desde 2020 devido
a pandemia de COVID-19, que fez muita gente adotar um estilo de vida sedentario por conta
do home office e do fechamento de academias e clubes de lazer. As pessoas passaram a
adotar um maior tempo sentado, menor gasto energético durante o dia e maior ingestao
caldrica, levando ao aumento do tecido adiposo e possiveis complicacdes na saude. Por conta
disso, a pratica de exercicios fisicos regular é essencial para conseguirmos modificar esse
estilo de vida sedentério adquirido (HALL et al., 2020).
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As recomendacbes de exercicio fisico mais recentes dizem que adultos devem se
mover mais e passar menos tempo sentados ao longo do dia, sendo que qualquer atividade
fisica € melhor que nenhuma. O tempo sedentério deve ser quebrado com qualquer tipo de
atividade fisica, pois causam detrimentos ao organismo. Para obter beneficios substanciais a
saude, deve-se realizar pelo menos 150 minutos (2h30min) a 300 minutos (5h) por semana
de exercicio fisico moderado ou 75 a 150 minutos de exercicio aerébio vigoroso ou uma
combinacdo de exercicios moderados e atividade aerébia vigorosa. Devem ser incluidos
exercicios de fortalecimento muscular de intensidade moderada pelo menos 2 dias na
semana. H4 uma forte recomendac¢éo para que adultos consigam aumentar a quantidade de
exercicios aerébios de intensidade moderada para > 300 min por semana ou > 150 min
intensos (BULL et al., 2020; PIERCY et al., 2018).

Essas recomendacdes de exercicio fisico estao diretamente relacionadas com os
beneficios que eles trazem para a satude no combate de doengcas como obesidade, sindrome
metabdlica, hipertensdo, DM2, doengas cardiovasculares, cancer, entre outras. A massa
muscular e a capacidade aerobia sdo dois componentes essenciais para prevenir 0
surgimento das doencas citadas anteriormente, principalmente em pessoas obesas,
diabéticas e em processo de envelhecimento, que possuem uma diminuicdo dessas
capacidades fisicas. Sendo assim, é de extrema importancia tanto o treinamento aerébio,
como o treinamento de for¢a, realizados de forma regular, para o aumento e manutengéo das
mesmas (BULL et al., 2020).

Algumas especulagdes de que GPs desempenham papel importante na regulagéo
da sensibilidade a insulina ja foram levantadas, onde utilizou-se dois tipos de ratos, um grupo
exposto a treinamento fisico crénico e outro alimentados com uma dieta rica em gordura
(HFD). Os ratos em treinamento foram submetidos a 6 semanas de exercicio aerdébio em
esteira, e estes apresentaram aumento da sensibilidade a insulina. Ja os ratos HFD foram
submetidos a 12 semanas de uma dieta rica em gordura (60%), o que gerou Rl e tendéncia a
obesidade. Foram observados aumentos em alguns PCs apds o treinamento, assim como
diminuicdo em outras espécies. Além disso, algumas espécies de SMs também apresentaram
aumento pds treinamento e outras espécies aumento pos dieta hiper lipidica (GOTO-INOUE
et al., 2013). Sendo assim, ndo apresentaram um consenso sobre o0 papel dessa classe

lipidica no exercicio.

Um trabalho com militares analisou amostras de sangue de soldados altamente
treinados no momento pré e pés exercicio militar. Foi observado um aumento nos FAs, nas
acilcarnitinas, diminuicdo em MAG e DAGs, além de um aumento nas concentracdes de
BCAAs (JP et al., 2017). Wang e colaboradores (WANG, Yating; SHEN; XU, 2019) aplicaram

8 semanas de exercicio aer6bio moderado-intenso em pacientes com doenga coronariana,
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coletando amostras de sangue antes e apés periodo de treino. Os resultados mostraram
beneficios no perfil lipidico, ocorrendo uma diminuicédo significativa nos triglicerideos, apoC3

e aumento nas concentracdes de HDL-C.

A literatura jA demonstrou que a juncdo do treinamento de forca (TF) e do
treinamento aerdbio (TA), o chamado treinamento combinado (TC) € uma 6tima estratégia
para melhorar a composi¢ao corporal, aumentar a aptidao cardiovascular-respiratoria, forca e
massa muscular, reduzindo as circunferéncias corporais. Além disso, promove uma melhora
na sensibilidade a insulina, consequentemente melhorando a Rl e o controle glicémico em
DM2 (BONFANTE et al., 2017; CHURCH, Timothy S. et al., 2010; COLBERG et al., 2016;
MAIORANA et al., 2002). O TC também ja foi visto como uma importante ferramenta para
alterar o perfil metaboldmico em homens obesos de meia idade (DUFT, Renata G. et al.,
2017), assim como em adolescentes com sobrepeso e obesidade (DUFT, R.G. et al., 2020),
além de melhorar marcadores clinicos e diminuir a RI. Porém, ainda ndo h& estudos
analisando alteracdes no lipidoma de diabéticos e pessoas eutréficas de meia idade frente a
esse tipo de treinamento.

Alguns trabalhos j& utilizaram a metaboldémica em sessdes agudas de exercicio
aerébio continuo e intervalado (CONTREPOIS et al., 2020; DANAHER et al.,, 2016;
PECHLIVANIS et al., 2013, 2010, 2015; ZAFEIRIDIS et al., 2016), e forca (BERTON et al.,
2017; MORVILLE et al., 2020), porém nenhum realizou sessbes agudas combinadas. Outra
lacuna é em relagédo ao metabolismo de lipidios, uma vez que quase nenhum trabalho utilizou
lipiddmica. Além disso, esses estudos foram realizados, em grande maioria, com jovens do
sexo masculino e em intensidades maximas, deixando ddvidas se as respostas lipidicas
agudas serao diferentes dependendo do sexo, idade, treinabilidade, estado de saude, e

também em intensidades moderadas.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Analisar as respostas agudas ao treinamento aerdbio (TA), forca (TF) e
combinado (TC) e as respostas crnicas ao TC no metabolismo de individuos eutroficos,

obesos e com diabetes tipo 2, utilizando a abordagem lipidémica.

3.2. Objetivos especificos
- Analisar as respostas lipiddémicas agudas ao TA, TF e TC.

- Analisar as respostas lipiddmicas agudo-crdnicas ao TC.
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- Analisar as respostas lipiddbmicas crbnicas ao TC.

- Analisar variaveis antropométricas e de composicdo corporal, assim como
mensurar variaveis bioquimicas e funcionais para relaciona-las as mudancas no perfil

lipiddmico.

4. METODOS
4.1. Selecdo dos Voluntéarios

Esse projeto foi previamente submetido e aprovado (20/06/2016) no Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP (parecer n° 1.597.626).
Posteriormente foi realizado um adendo, submetido e aprovado (25/04/2017) no mesmo local
(parecer n° 2.030.070), para englobar as analises e grupos envolvidos nesse projeto (anexo

1 e 2). Além disso, possui também um registro de clinical trial (RBR-62n5gn) (Anexo 3).

A divulgacédo do projeto procedeu-se por folders, cartazes na universidade, via
internet, anuncio na radio local e divulgacdo por e-mail institucional aos funcionarios da
universidade. Inicialmente, 491 pessoas foram triadas, sendo que 324 foram excluidas ainda
na entrevista inicial (anamnese) por ndo atenderem aos critérios de inclusdo, sendo eles: ser
sedentério, ter idade entre 40 e 60 anos, nao ter participado de programa de treinamento no
periodo de 12 meses anterior a entrevista; ter o IMC entre 18 e 27 kg/mz2 para o grupo eutréfico
(a extenséo até 27 foi devido ao grande nimero de voluntarios com IMC entre 25 e 26 kg/m?),
30 e 35 kg/m2 para o grupo obeso, e entre 25 e 35 kg/m2 para o grupo DM2 (sobrepesos e
obesos); ndo estar fazendo qualquer tipo de dieta restritiva; ndo possuir qualquer doenga ou
outros complicadores que pudessem ser fatores de risco ou comprometessem a adesédo para
a pratica regular da atividade fisica proposta, como: doencas cardiovasculares, diabetes
(insulina-dependente), doenca pulmonar obstrutiva cronica, doencgas osteoarticulares
limitantes, ou utilizacdo de qualquer medicacdo que pudesse interferir nas respostas
fisiolégicas aos testes ou ao treino (beta blogueadores). Entre os critérios de exclusao
estavam a descontinuidade nos treinos, tendo menos de 80% de presenca ou mais de 4 faltas

consecutivas, além de auséncia nos dias de avaliagao.

Os 167 voluntarios previamente selecionados foram encaminhados para a
avaliacdo clinica inicial e teste ergométrico, onde 4 foram reprovados pelo cardiologista, 24
desistiram de participar durante as avaliacbes e 139 foram aprovados e puderam dar
sequéncia as avaliagdes. Os participantes foram distribuidos nos devidos grupos, de acordo
com suas caracteristicas, sendo 46 obesos, 66 diabéticos e 29 eutroficos saudaveis. A Figura
5 representa o fluxograma de sele¢éo, mostrando a distribuigdo entre grupos controle e treino.

Durante o periodo experimental houve perdas de voluntarios em todos os grupos em funcao
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de numero de faltas frequentes no treinamento, faltas em dias de avaliacBes ou desisténcia
durante o projeto. Portanto, o nimero final de participantes foi de 18 controles e 19 treinados
no grupo eutréfico, 29 controles e 27 treinados no grupo obeso, e 17 controles e 17 treinados
no grupo DM2 (Figura 5).

4.2. Avaliacdes
4.2.1. Avaliacao Clinica Inicial

Foi realizada por médico cardiologista e por envolvidos no projeto, constituida de
anamnese, exame fisico geral e teste ergométrico. O teste ergométrico foi realizado em
esteira, utilizando o protocolo de Bruce, no qual o incremento de carga foi realizado com
aumento de velocidade e inclinagcao da esteira até a exaustao voluntaria (BRUCE et al., 1963).
A pressao arterial sistémica foi monitorada antes, durante e apos o teste de esforco pelo
médico cardiologista responsavel. Aqueles que apresentaram respostas fisiolégicas normais
das variaveis ao teste de esfor¢o foram aprovados para participacdo no projeto.

4.2.2. Questionarios de Atividade Fisica

O nivel de atividade fisica habitual dos voluntarios foi verificada através dos
questionarios de Baecke relacionado as atividades fisicas habituais dos Ultimos 12 meses, e
o (IPAQ), verséao curta e validada no Brasil, relatando a atividade fisica da semana anterior a
pesquisa (BAECKE; BUREMA; FRIJTERS, 1982; BAUMAN et al., 2011).
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Figura 5. Fluxograma de sele¢do de voluntarios.

4.2.3. Antropometria e composic¢ao corporal

A altura e o peso corporal foram medidos em balanca (Filizola®, Séo Paulo, Brasil),
com precisdo de 0,1 kg e exatidao de 0,1 cm. O indice de massa corporal (IMC) foi calculado
pela formula: [peso corporal (kg) / (altura (m))3]. As circunferéncias da cintura, abdémen e
qguadril (cm) foram medidas com fita métrica, de acordo com as referéncias anatdmicas
(perimetros) utilizadas na literatura. As medidas foram realizadas em triplicata e calculada a
média dessas trés medidas. A composi¢ao corporal foi avaliada por pletismografia de corpo
inteiro (pletismografia por deslocamento de ar, BOD POD®, COSMED Inc., CA, EUA). A
avaliacao foi realizada observando os critérios descritos no manual do equipamento e critérios
previamente utilizados (FIELDS; HIGGINS; HUNTER, 2004).
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4.2.4. Coletas Sanguineas

As amostras de sangue para o efeito crénico do treino foram coletadas em tubo a
VAcuo seco e com anticoagulante (EDTA) no periodo pré e 48 a 72 horas apos a Ultima sessdo
de treinamento combinado. Todas as coletas em jejum foram realizadas sempre no mesmo
horario (entre 7 e 10 h da manha), apds periodo de abstinéncia de exercicio superior a 24
horas, jejum de 12 horas e 24 horas para alcool antes da coleta. As amostras ja coletadas
foram centrifugadas e estocadas no freezer a -80° C para analises posteriores.

As coletas sanguineas nas sessfes agudas foram realizadas apds os voluntarios
fazerem jejum de 10 horas, tomarem um café da manha padronizado com 75% carboidrato,
15% de proteina e 10% de gordura, totalizando em média 390 calorias (20g de farelo de aveia
Quaker®, 1 banana (~100g), 1 pote de 90g de iogurte grego Nestlé®, 1 pacote de 21g bolacha
integral Nesfit®), 1 hora e meia antes de chegar ao laboratério em seu horario previamente
agendado. Foi inserido um cateter intravenoso com um adaptador para coletas de sangue, 0
gual permaneceu durante a sessao de treino. Foram coletadas amostras de sangue antes da
sessao, logo apos o término, 30 e 60 minutos. Em seguida as amostras foram centrifugadas

e aliquotas estocadas no freezer a -80° C.

4.2.5. Andlises Bioquimicas

As analises foram realizadas por kits de alta sensibilidade e métodos validados
conforme determinada variavel, os quais sdo descritos a seguir: Glicemia (método GOD-
Trinder), insulina (método quimioluminescéncia), triglicerideos e colesterol total (método
enzimatico-trinde), HDL (método acelerador-detergente seletivo), VLDL em LDL (Lipoproteina
de baixa intensidade) (método formula Friedewald) (KNOPFHOLZ et al., 2014), hemoglobina
glicada (método cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Os indices HOMA B e IR
foram calculados a partir de valores de glicemia e insulina (GELONEZE et al., 2006).

4.2.6. Recordatério Alimentar

Foram aplicados questionarios de recordatério alimentar no inicio e final do
periodo controle e treinamento. Os registros alimentares (RA) foram entregues aos
voluntérios, juntamente com instru¢des de preenchimento destes registros. Foi solicitado que
informassem todos os alimentos e bebidas ingeridas durante os dias estabelecidos, 3 dias

diferentes e ndo-consecutivos (pelo menos um no final de semana).
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O consumo calédrico total, a quantidade e as propor¢cdes de macronutrientes
(carboidratos, lipidios e proteinas) foram determinados por meio de avaliacdo quantitativa
realizada por nutricionista treinado no software DietPro Clinico Lite®. A avaliagdo do consumo
alimentar foi realizada a partir da média dos dados dos trés recordatdrios. Ndo houve
intervencao nutricional durante o periodo estudado, apenas o acompanhamento da ingestao
alimentar (ELDRIDGE et al., 2019).

4.2.7. Avaliacdo da Forca Muscular e Cardiorrespiratoria

O teste de uma repeticdo maxima (1RM) para forca muscular foi realizado no
equipamento de supino e leg press. Os individuos realizaram dez repeticdes a 50% de sua
estimativa de 1RM para 0 aquecimento, seguida de um descanso de 1 minuto. Trés repeticbes
foram realizadas a 70% de seu 1RM estimado, seguidas de uma recuperacdo de 3 minutos
para iniciar o teste. Para encontrar a maior carga de 1RM, foram realizadas no maximo cinco
tentativas, aumentando 0s pesos progressivamente, com 3 min de descanso entre as
tentativas (BROWN, Lee E.; WEIR, 2001).

A avaliagcdo cardiorrespiratoria foi realizada em esteira (Inbramed, modelo ATL,
Brasil) por meio de um protocolo incremental analisando respiragdo a respiracao (K4b,
Cosmed, Italia). O protocolo foi baseado em Libardi et al. (LIBARDI et al., 2011) e consistiu
em um aguecimento de 2 min a 4 km/h, seguido de um aumento de 0,3 km/h a cada 30 s até
a exaustao fisica. A esteira foi ajustada com inclinagédo de 1% durante o teste, e o periodo de
recuperacao foi de 4 min, iniciando em 5 km/h reduzindo 1 km/h a cada minuto. Os ultimos 30

s valores do teste foram usados para calcular o VO.max.

4.3. Protocolos de Treinamento
4.3.1. Protocolos Agudos

Os protocolos de exercicio agudo (TA, TF e TC) tiveram uma duracédo total de 50
minutos cada. A sessdo aguda de TA foi composta por caminhada/trote/corrida com variacédo
da intensidade entre 40 e 65% do VO.max, sendo 5 minutos a 40 - 45% do VO,max., 20
minutos a 45 a 55% do VO.max, 20 minutos a 55 a 65% do VO.max, 5 minutos entre 40 —
45% VO,max. A sessao aguda de TF foi composta por 9 exercicios: leg press, supino reto,
flexdo do joelho, puxador alto, extensao do joelho, triceps polia, panturrilha no leg press, rosca
direta, abdominal supra realizados nesta sequéncia com 3 séries de 12 repeticOes
submaximas (cargas previamente ajustadas pelas familiariza¢des) e pausa de 1 minuto entre
as séries e exercicios (COLBERG et al., 2016; GARBER et al., 2011)
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Para a sesséo aguda de TC, o TF foi composto por 7 exercicios: supino reto, leg press,
puxador alto, flexao do joelho, triceps polia, extensdo do joelho e rosca direta realizadas nesta
sequéncia com 2 séries de 12 repeticdes submaximas, pausa de 1 minuto entre séries, tendo
uma duracao total de aproximadamente 25 minutos. Em seguida foram realizados 25 minutos
de TA (caminhada/trote/corrida) na esteira, com variacdo da intensidade, sendo 5 minutos a
40 - 45% do VO.max, 7,5 minutos a 50 — 55% do VO.max, 7,5 minutos a 60 a 65% do VO.max
e 5 minutos entre 40 - 45% VO.méax (COLBERG et al., 2016; GARBER et al., 2011). A Figura
6 representa o desenho experimental e as coletas das sessdes agudas.

*Ordem da sessao

A 1 semana 1 semana escolhida por sorteio
Sessdes Agudas |
}“ ﬁ 50° exercicio aerébio 50" exercicio de forga 50" exercicio combinado
(Caminhada ou corrida) (Musculagéo) (25' Forga + 25’ Aerdbio)
. Leg Press, supino reto, flexdo do TF - supino reto, leg press, puxador
5mina40-45 ﬂf do VO;max joelho, puxador alto, extensdo do alto, flexdo do joelho, triceps paolia,
gg mina gg ’gg ;/2 gu Egim?x joelho, triceps polia, panturrilha, rosca extens&o do joelho e roscadireta - 2 x
- Emrr‘:naa 40_ 45 % \30 r;g:(ax direta, abdominal supra- 3 x de 12 12 rep e 1 minentre séries =25 min
‘lHl, SESSAO DE TREINO 2 repetices e 1 min pausa entre as TA -5 min a 40 - 45% do VO.max,
SEMES € EXercicios. 7,5 min a 50 — 55 % do VO,méx
7,5min a 60 a 65 % do VO.max e
i 5min a 40 - 45% VO,max = 25 min.
POS ’

+
£

‘
o

Figura 6. Desenho experimental das sess@es agudas de treino aerdbio (TA), treino de forca (TF) e treino
combinado (TC). A — Representacdo das 3 sessfes de treino com seus protocolos e duracfes. A ordem das
sessoes foi obtida por sorteio. B — Protocolo de coleta de sangue durante as sessdes agudas nos momentos pre,
pés, 30 min e 60 min. Os voluntarios ingeriram um café da manha padronizado 1h30min antes das sessoes. C —

Representacdo de todos os momentos de coletas em todos 0s grupos e sessoes.

4.3.2.Protocolo Crbénico TC

O protocolo de TC foi composto pelo treinamento de forga (TF) e treinamento
aerdbio (TA) realizados na mesma sesséo, 3 vezes na semana em dias alternados (segunda,
quarta e sexta feiras), durante 16 semanas e dividido em duas etapas. Na Etapa 1 (E1) os
participantes realizaram o TF composto de 10 exercicios (leg press, extensao do joelho, flexdo

do joelho, supino reto, puxador alto, rosca direta, triceps polia, desenvolvimento de ombros,
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extensao/flexdo de panturrilha e abdominal superior). Os exercicios tiveram 3 séries de 12
repeticbes submaximas e pausa de 1 minuto. A duracdo total dessa sessdo era de
aproximadamente 35 minutos. Em seguida os participantes iam para a esteira ou bicicleta
ergométrica, onde realizaram 35 minutos de TA, com variacdo da intensidade, sendo 3,5
minutos a 45 - 50 % do VO,max., 14 minutos a 50 - 55 % do VO.,max., 14 minutos a 55 - 60
% do VO-méax., e 3,5 minutos entre 45 - 50 % VO.max. (COLBERG et al., 2016; GARBER et
al., 2011)

Na (E2) do TC a sesséo de TF esta sendo realizada com 0s mesmo exercicios e
séries da E1, porém, com 10 repeticbes submaximas e pausa de 1 minuto e 15 segundos
com duracéo aproximada de 35 minutos (COLBERG et al., 2016). Para o TA houve um mesmo
padrdo de treino, porém ocorreu um ajuste nas zonas de intensidade de treinamento (novo
teste de VO,méax foi realizado apds a 82 semana de treino), sendo 3,5 minutos em 50 - 55%
do VO-max, 14 minutos a 55 - 60% do VO.max, 14 minutos a 60 - 70% do VO.max e 3,5
minutos entre 50 - 55% VO.max (COLBERG et al., 2016). A intensidade do TA é moderada,
sendo aproximadamente 45 - 70% do VO.max durante todo o periodo de treinamento e
controlada pelo célculo/transformacao dos valores de VO,max para os referentes a frequéncia
cardiaca. No inicio de cada sessao, o0s voluntarios realizaram um aguecimento de 5 min em
bicicleta ergométrica. Reajustes a cada 2 semanas foram realizados nas cargas utilizadas no
TF, para que em todo o treinamento as cargas estivessem entre 50 a 75% de 1RM, para haver
um aumento progressivo da sobrecarga do treinamento. A Figura 7 representa o protocolo

cronico de TC.

TREINAMENTO COMBINADO (TC) ——— 16 semanas

+ TREINO AEROBIO (TA)

3x por semana (Segundas, Quartas e Sextas-Feira)

TA - 35 min

3

Aquecimento IiE;\ Bk gﬂ éi} ‘!E:S“:

L 4 g

g Supinoreto  LegPress45°  LatPulldown Cadeira e;:tensnra Cadeira flexora g

i — S -
"4 T ® @ —r

5 min na bike F V% k

Triceps Pulley Rosca DiretaW  Panturrilha Desen;:lli\:ihmenm Abdominais Esteira Bicicleta

Etapa 1: 3 séries de 12x e 1 min pausa 35mina45-50% dovozmax /14 mina50-55  _ semanas
< —> % doVO2max/ 14 min a 55 - 60 % do VO2max /
45 a 60 % VO2max (TA) 3,5 min a 45 - 50 % do VO2méx 1a8
Etapa 2: 3 séries de 10x e 1 min 15 seg de
3,5 min a 50 - 55% do VO2max / 14 min a 55 -
. 3
pausa . —_— 60% do VO2max / 14 min a 60 - 70% do * emanas
50 a 70 % do VO2max (TA) VO2max / 3,5 mins a 50 - 55% VO2max 9a16

Figura 7. Desenho Experimental do protocolo de treinamento combinado cronico
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4.4. LIPIDOMICA
4.4.1. Preparacdo da Amostra

Para a preparacao das amostras, foram utilizados 10 uL de soro, misturados com
990 uL de metanol 99,9% (J.T. Baker®). Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 5
minutos a 1088 g (Eppendorf 5417R) e 5°C. Formou-se um pellet no fundo com proteinas e
residuos polares. Em um novo micro tubo, foi retirada uma aliquota de 10 pL do sobrenadante
e misturado mais com 990 uL de metanol e em seguida as amostras foram agitadas no vortex

por 3 segundos.

4.4.2. Aquisicdo dos Espectros

Para a aquisicdo dos espectros foi utilizada a infusdo direta no espectrémetro de
massas. O espectrometro utilizado foi o LTQ XL Linear lon Trap Mass Spectrometer (Thermo
Scientific, Bremen, Germany), no laboratério Innovare — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Unicamp. Primeiramente, foi adicionado 1 yL de acido férmico 0,1% (v/v)
para a ionizacdo da amostra. Foi realizada a injecdo direta das amostras e as aquisi¢cdes
foram realizadas em quintuplicatas, em modo positivo, na faixa de massa de m/z 200 a 1200.
Os parametros utilizados foram: vazéo de 10 yL/min, temperatura a 280°C, voltagem do spray
5 kV, gas de bainha em 10 unidades arbitrarias. O software para aquisicdo e processamento

dos espectros foi o XCalibur (v. 2.4, Thermo Scientific, San Jose, CA).

Para a fragmentagdo dos marcadores selecionados ap6s andlises estatisticas, foi
realizado um experimento MS/MS por infuséo direta no espectrébmetro de massas Thermo Q
Exactive (Thermo Scientific, Bremen, Germany), no laboratdrio multiusuarios do instituto de
quimica da Unicamp. Foi inserida uma lista de inclusdo com os marcadores e preparado um
pool de amostras de cada grupo, adicionando 10 pL de amostra e 990 yL de metanol e
centrifugando 5 minutos a 1088 g e 5°C. Em seguida foram transferidos 250 L de amostra e
250 pL de agua com 0,1% (v/v) de &cido férmico para um eppendorf. Foi coletado um full scan
de cada espectro e em seguida 2 experimentos foram realizados, o primeiro de baixa energia
de colisdo com 20, 30 e 40 eV, e 0 segundo com alta energia de 40, 50 e 60 eV. Os parametros
utilizados foram: vazao de 15 uL/min, temperatura a 320°C, voltagem do spray 4 kV, gas de
bainha em 12 unidades arbitrarias. Resolu¢do de 17500, modo positivo, faixa de massa de
m/z 200 a 1200. O software para aquisicao e processamento dos espectros foi o XCalibur (v.
3.1, Thermo Scientific, San Jose, CA).
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4.4.3. Pré processamento dos dados

Ap6s a obtencdo da tabela com as intensidades dos picos e os valores de
massas/carga, foi realizada uma filtragem dos dados antes das estatisticas. Primeiramente,
foram eliminadas as variaveis com mais de 15% de zeros entre as amostras e foi realizada
uma imputacdo de dados faltantes utilizando o algoritmo KNN (HRYDZIUSZKO; VIANT,
2012). Em seguida, os dados foram transformados utilizando log10 para reduzir a variacéo da
intensidade dos picos das amostras, e escalonados pelo método pareto-scaling para diminuir

a variabilidade dos dados entre amostras.

4.4.4. Anotagdo dos Marcadores

A anotacdo dos marcadores selecionados em cada comparacdo foi realizada
combinando as massas exatas obtidas no experimento MS1, as fragmentacdes no MS2 e as
bases de dados CEU Mass Mediator, Metlin e LipidMaps. Foi inserida a massa exata,
selecionada a tolerancia de erro de 5 a 10 ppm e modo positivo. Quando havia mais de uma
opc¢ao, aqueles com maior score e menor erro eram considerados. As anotacdes foram
realizadas com os niveis de confidencialidade 2 (compostos supostamente anotados) e 3

(classes de compostos supostamente caracterizados) (SALEK et al., 2013).

4.5. Andlises Estatisticas

O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para verificar a distribuicdo da normalidade
dos dados, além do teste de Levene para homogeneidade das amostras. Para as
comparagdes entre grupos e momentos foi utilizada a analise de variancia ANOVA Two-way
com medidas repetidas, seguido de post hoc de Sidak ou Tukey para efeito de comparacdes
multiplas quando necessario. Para comparagdes dentro dos grupos em momentos pré e pos
intervencdo, foi utilizado o teste T-pareado para amostras com distribuicdo normal ou
Wilcoxon para ndo normais. Na comparacao entre momentos pré dos 3 grupos foi utilizada a
anélise ANOVA One-way ou Kruskal-Wallis de acordo com a normalidade dos dados, seguido

de post hoc de Tukey ou Dunn, respectivamente, para identificar as diferencas.

Para a lipidémica foram utilizadas as analises multivariadas. Primeiramente, foi
realizada a andlise de componentes principais (PCA) com todas as amostras para verificar a
homogeneidade e possiveis variagfes instrumentais. Em seguida, as analises discriminantes
por minimos quadrados parciais (PLS-DA), e a andlise discriminante ortogonal por minimos
quadrados parciais (OPLS-DA) foram conduzidas com o intuito de reduzir a dimenséo de

dados e evidenciar diferencas e semelhancas entre os grupos analisados. Posteriormente, foi
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utilizado o gréfico S-Plot (inspecao visual, seguida pela selecdo dos metabdlitos com base no
maior distanciamento do centro, porque os metabdlitos com maior influéncia no cluster estédo
localizados mais afastados do centro do S-plot (LEHMANN et al., 2010) para selecionar os
principais metabolitos responsaveis pelas segregacfes de grupos. Para as comparacfes com
mais de 2 grupos na PLS-DA, foi utilizado o VIPscore > 1,5 (variable importance for projection)
para a selecdo dos principais metabdlitos responsaveis pela segregacdo do modelo. Para a
validacado dos modelos foram utilizadas suas respectivas valida¢gdes cruzadas, considerando
modelos validos aqueles com valores de Q2 préximos ou acima de 0,5 e ou testes de
permutacao (100 permutacdes e p < 0,01). Foram utilizados os softwares estatisticos SIMCA
17.0, MetaboAnalyst 4.0, IBM SPSS Statistics for Windows 25.0 (Armonk, NY), Rstudio e
GraphPad Prism.

5. RESULTADOS

Um total de 127 voluntarios de meia idade finalizaram o projeto, sendo 18 no grupo
controle eutréficos (50,8 + 5,8 anos), 19 no treino eutrdéfico (52,2 + 5,9 anos), 29 no controle
obeso (50,6 + 5,6 anos), 27 no treino obeso (51,2 £ 5,5 anos), 17 no controle DM2 (52,4 + 4,4

anos) e 17 no treino DM2 (51,1 + 3,9 anos). A Tabela 1 mostra a caracterizacdo da amostra.

5.1. Questionarios De Atividade Fisica

Os questionarios mostraram que nenhum dos grupos eram suficientemente ativos
antes de participar do projeto, tendo em média um acumulo de 115,5 = 56,2 min (eutréficos),
86,7 = 50,8 min (obesos) e 105,5 + 66,0 min (DM2).

5.2. Antropometria e Composic¢ao Corporal

Todos 0s grupos apresentaram mudancas positivas ha composi¢cdo corporal.
Apesar de apenas 0 grupo obeso ter tido uma mudancga significativa na massa corporal, 0s
trés grupos reduziram significantemente as medidas de circunferéncias, porcentagem de
massa gorda, massa gorda em kg (p < 0,05), além de aumentar significativamente tanto a

porcentagem de massa magra, quanto massa magra em kg (p < 0,05) (Tabela 1).

5.3. Variaveis Bioquimicas

O grupo eutréfico ndo apresentou nenhuma mudancga significativa (p < 0,05),
apesar de algumas mudancas serem observadas nas concentra¢des pés-treino. Ja o grupo

diabético apresentou um aumento significativo da glicemia no grupo controle (que nao realizou
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exercicio fisico) e uma diminuicdo significativa no grupo treino (p < 0,05) (Tabela 2). Em
relacdo a insulina, o grupo obeso apresentou uma diminuicao significativa no grupo treino e o
grupo diabético um aumento significativo no periodo controle (p < 0,05) (Tabela 2). Apenas o
grupo obeso apresentou mudancas significativas nas concentracdes séricas de triglicerideos
e colesterol total apés o periodo de treinamento. O indice HOMA teve uma diminuicdo
significativa no grupo obeso (p < 0,05) apdés 16 semanas de TC, assim como o grupo DM2
também apresentou uma diminuicédo da RI (p < 0,05). Além disso, o grupo controle diabético

mostrou uma piora nesse indice, tendo um aumento significativo (p < 0,05) (Tabela 2).

5.4. Avaliacao Alimentar

Os recordatorios alimentares possuem numero amostral diferente em relacdo a
selecdo pois foram analisados no software DietPro Clinico Lite® e esse requeria uma
descri¢cdo de porgOes e tipos de alimentos que ndo foram colocados nos recordatorios de
alguns voluntarios. Dessa forma alguns foram excluidos da andlise. Ndo houve diferenca
significativa entre os momentos pré e pés-controle e intervengdo em nenhum grupo. Porém,
houve uma diferenca significativa entre a quantidade de calorias totais e carboidratos
ingeridos pelo grupo DM2 em relagéo aos outros. O grupo obeso ndo apresentou diferenca

comparado ao grupo eutréfico (Tabela 3).

5.5. Consumo Méaximo de Oxigénio (VO.max) e For¢ca Muscular (1RM)

Todos 0s grupos apresentaram aumento significativo do consumo maximo de
oxigénio (VO.méax) apés o periodo de treinamento combinado (p < 0,05). Os trés grupos
também apresentaram um aumento significativo da forca, representada pelos testes de 1RM

de supino e leg press (p < 0,05) (Tabela 4).
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Controle Eutréfico (n=18) Treino Eutréfico (n=19) Controle Obeso (n=29) Treino Obeso (n=27) Controle DM2 (n=17) Treino DM2 (n=17)
Variaveis Pré Pés Pré Pés Pré Pés Pré Pés Pré Pés Pré Pés
(':r?gs) 50,83 + 5,84 52,21 + 593 50,62 + 5,61 51,19 + 5,56 52,41 + 4,44 51,06 + 3,94
C'\C’)'fsgfal 69,82 + 70,11 + 67,95 + 68,34 + 9327 + 9417 + 93,45 + 92,63 + 84,76 + 86,20 + 84,00 + 83,18 +
(kpg) 10,16 10,59 10,47 11,01 13,55 13,20* 11,46 10,90* 9,48 10,49* 12,64 12,59
ESt(f,‘rf;”a 1,68 + 0,08 1,66 + 0,09 1,70 + 0,10 1,70 + 0,09 1,70 + 0,84 1,68+ 0,83
IMC 2453 + 24,62 + 24,60 + 2473 + 3101 + 32,23 + 3223+ 31,96 + 29,36 + 29,84 + 29,59 + 29,26 +
(kg/m?) 1,80 1,99 213 2,38 2,14 2,12 2,16 2,08* 3,32 3,48* 3,56 3,50
cc em) 85,72 + 86,50 + 84,68 + 83,53 + 101,96 + 103,04 + 103,31 + 100,54 + 96,76 + 97,65 + 96,76 + 0424 +
7,67 7,56 7,02 7,02* 8,86 8,30* 6,85 7,32 7,54 8,35 9,71 9,47*
CA (cm) 92,61 + 92,04 + 91,79 + 89,11 + 110,15 + 110,65 + 110,80 + 106,56 + 102,88 + 104,17 + 101,82 + 08,76 +
8,47 8,26 8,04 8,74* 9,16 9,49 8,28 8,38* 7,14 7,83* 8,65 7,90*
co (em) 102,06 + 102,67 + 102,63 + 100,53 + 116,64 + 116,92 + 115,50 + 113,62 + 107,64 + 108,00 + 106,06 + | 104,70 +
5,08 5,42 6,07 6,15* 8,02 7,36 7,81 7,99* 6,25 6,56 6,42 5,62*
cP (cm) 36,83 + 37,27+ 36,31 + 3573 + 40,76 + 41,00 + 40,84 + 39,96 + 4017 + 40,38 + 39.73 + 38,91 +
3,34 3,57 3,72 3,31* 3,55 3,20 2,91 3,23* 3,90 3,90 4,19 4,25+
% Massa 71,39 + 71,51 + 69,18 + 71,91 + 58 35 + 58,00 + 58,01 + 60,56 + 65,77 + 64,99 + 63,98 + 65,58 +
Magra 7.40 7,24 9,16 9,14* 500 7,87 8,18 8,49* 8,79 8,79 6,83 6,95*
% Massa 28,60 + 28.19 + 30,29 + 28.46 + 41,85 + 42,96 + 41,19 + 39,43 + 33,86 + 3454 + 35,69 + 3473 +
Gorda 7,40 7,02 9,58 9,20* 7,69 8,68 8,14 8,49* 8,02 7,90 7,04 6,82*
Massa 49,87 + 50,13 + 4741 + 4929 + 54.46 + 5450 + 5492 + 56,00 + 5588 + 5566 + 5339 + 54.60 +
magra (kg) 10,12 10,27 10,61 10,78* 11,70 11,87 10,62 10,73* 11,38 12,02 10,66 11,37+
Massa 20,06 + 19,75 + 20,25 + 18,88 + 38,72 + 39.74 + 38,07 + 36,31 + 2843 + 2956 + 29.70 + 28.61 +
Gorda (kg) 4,89 5,12 5,96 6,27+ 7,93 8,69 8,40 8,05 6,54 6,97 6,85 6,80*

Valores representados em média + desvio padrao. CC = circunferéncia de cintura, CA = circunferéncia de abdémen, CQ = circunferéncia de quadril e CP = circunferéncia de

pescoco. * diferenga significativa (p < 0,05) em relagdo ao momento pré dentro de cada grupo.



Tabela 2.Variaveis Bioquimicas e Hemodinamicas dos Grupos Eutréfico, Obeso e DM2
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Controle Eutréfico (n = 18)

Treino Eutréfico (n = 19)

Controle Obeso (n = 29)

Treino Obeso (n = 27)

Controle DM2 (n = 17)

Treino DM2 (n = 17)

Variaveis Pré Po6s Pré Po6s Pré Po6s Pré Po6s Pré Po6s Pré Pé6s
Glicemia | 83,63+ 89,38+ | 90,16+ | 8953 8959+ | 9317+ | 9042+ | 9126+ | 117,76+ | 137,18+ | 14829+ | 12658+
(mg/dL) 9,25 10,55 11,58 8,69 8,44 11,25 9,91 8,32 28,83 30,42* | 54,58 31,75*
Insulina 712+ 1354+ | 1493+ | 1545+ | 1328+ | 1046+ | 1421+ | 1426+ | 1276%
@ume) | 898388 1 6172352y | 657417 5,81 754 777 6.00% 5,33 8.41* 8,36 5,84
16 (mgidLy | 10917+ | 10867+ | 9511+ | 0100% | 14072+ | 14459+ | 14474% | 11896+ | 13541+ | 14324+ | 15300% | 13159+
9 43,39 37,67 43,96 35,39 75,54 82,12 84,74 52,25+ 69,33 66,91 78,76 65,79
CT (mgiL) | 20228% | 20583% | 10195% | 187,11% | 10845% | 20886+ | 20796+ | 19548+ | 18320+ | 19453+ | 177,71+ | 173,06+
9 39,26 40,96 44,22 58,08 48,96 47,57 48,62 44,21* 42,64 36,85 33,56 30,13
HDL (mgidL) | 4672 46,89+ | 4889+ | 59,47+ 46,89+ | 47,75+ | 4552+ | 4689% | 4841+ | 4524+ | 41,06+ | 43,18+
9 10,12 14,42 9,52 12,69 11,40 12,08 12,84 14,42 16,40 13,83 | 1522 17,01
LDL(mg/dL) | 136:24% | 13924% | 12784 | 12605+ | 12637+ | 13526% | 13450+ | 12033% | 108,94+ | 11053+ | 10453+ | 10506+
9 33,08 37,45 37,46 39,29 40,29 40,07+ | 38,08 46,84 33,01 33,49* | 22,77 20,01
HOMAIR | 141094 | 1225095 | 0% | 1472007 | 295125 | 5% | 320% L SO L ANS | 0
664+ | 695+ | 7,73% 7,05 +
o - - - - - - - - 1 L L 1
Hbalc (%) 0,82 1,14 2,36 1,52*

Valores representados em média + desvio padrdo. CT= colesterol total; LDL = Low Density Lipoprotein colesterol; HDL = High Density Lipoprotein colesterol; TG=triglicerideos;
HOMA IR= homeostatic model assessment insulin resistance. * diferenca significativa (p < 0,05) em relacdo ao momento pré dentro de cada grupo.



Tabela 3. Distribuicdo de Macronutrientes entre 0s grupos e momentos.
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Eutréficos

Obesos

DM2

Pré-controle
(n=9)

Pés-controle
(n=13)

Pés-treino
(n =10)

Pré-controle
(n =20)

Pés-controle
(n=21)

Pés-treino
(n = 16)

Pré-controle (n
=14)

Pds-controle (n
=17)

Pés-treino
(n =15)

Energia (kcal)

1692,0 + 364,0

1891,0 + 839,0

1823,0 £ 794,0

1666,0 + 364,0

1831,0 + 588,0

1720,0 = 596,0

2403,1 + 494, 7*

2079,8 + 538,1*

2147,5 + 563,4*

Carboidrato

@) 210,0 +59,8 243,0 +113,0 291,0+182,0 197,0 £ 47,9 2140+ 78,4 208,0+71,4 362,0 + 68,5* 324,00+ 77,2* 330,0 + 85,5*
Proteina (g) 73,7+11,2 72,0+ 28,0 75,6 £ 30,4 80,2 +22,2 84,7+ 24,2 85,8 +30,9 89,6 £+194 70,4+ 22,2 80,2+ 18,9
Lipidios () 59,5+ 16,5 66,5 + 31,0 63,2 + 23,2 59,2+ 21,0 65,7 + 29,2 55,0+17,5 66,3 + 15,9 55,8 + 15,6 56,3 + 16,2

Valores representados em média + desvio padréo. *diferenca estatistica (p < 0,05) entre grupos.

Tabela 4. Dados de Aptidao Aerébia e Forca Muscular dos Grupos Eutréfico, Obeso e DM2

Contr(zlnezlig)troflco Tremzansf;;oﬂco Controle Obeso (n=29) Treino Obeso (n=27) Controle DM2 (n=17) Treino DM2 (n=17)
Variaveis Pré Pés Pré Pés Pré Pés Pré Pés Pré Pés Pré Pés
VOomax 28,38 + 27,94 + 26,66 + 29,49 + 23,08 + 23,89 + 23,63 + 25,82 + 23,19+ 23,58 + 22,02 + 25,22 +
(ml/kg/min) 5,88 4,06 4,89 5,58* 5,34 4,51 4,57 5,07* 5,43 4,75 4,76 5,15*
1RM Leg Press 132,85+ | 158,57 + 169,37 £ 236,87 + 204,37 216,25 + 219,73 296,05 + 235,35 + 226,92 + 190,75 240,62 +
(kg) 52,50 54,59 62,33 75,93* 40,94 46,02 57,96 73,91* 90,81 85,21 77,28 87,67*
1 RM Supino 17,71 + 20,28 + 25,29 + 34,05 + 31,94 + 32,70 40,85 + 51,20 + 37,14 + 35,64 + 28,13 + 35,21 +
Reto (kg) 10,29 10,22 15,95 10,07* 13,85 14,93 16,78 18,10* 17,83 17,55 12,98 14,54*

Valores representados em média + desvio padrao. * diferenca significativa (p < 0,05) em relacdo ao momento pré dentro de cada grupo.
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5.6. Alteracdes Metabdlicas Cronicas — Comparagao Basal dos 3 grupos

Primeiramente foi realizado uma PCA com todas as amostras (agudos e cronicos)
do estudo para verificar se havia outliers (ou possiveis variagdes instrumentais). Como
observado na Figura 8A, as amostras parecem bem homogéneas, o que indica que néo
houveram problemas instrumentais durante a aquisicdo dos dados. Em seguida, foram
comparados 0s 3 grupos no momento basal para verificar se havia diferenca metabdlica entre
eles (Figura 8B).

A PCA - Todas Amostras D Teste de Permutagdo PLS-DA @ R2Y(Cum)
250000 R2Y = 0.8172 Q2 = 0.8101 W Q2(Cum)
200000 !

150000 08 = _;,0‘.
i g 1 L L
50000 :3 021 Geg T
moooof: = 0 —‘/‘
-150000
20000 v
25000 i T T -04 T
200000 250000 300000 350000 400000 450000 500000 550000 600000 650000 700000 75000C 0% g% Cmemf:r‘:"bemen :r?:nal Vvvecl:ru?nd o i"d"‘;_mm L 120%
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967 1.326650023 0.221499994
737 1.237769961 0.25721401
1045 1.209210038 0.149711996
355 1.190230012 0.410405993
913 1.17651999 0.235774994
810 1.156080008 0.483830988
775 1.138589978 0.461562008
391 1.133859992 0.206478998
590 1.125429988 0.343385994
982 1.122300029 0.327436
354 1.106719971 0.436964005
841 1.101879954 0.392230988
c 802 1.096359968 0.400741994
VIP - Eutréficos x Obesos x DM2 959 1.080860019 0.343670011
1027 1.074540019 0.231698006
419 1.073070049 0.156973004
1185 1.065189958 0.218567997
442 1.06269002 0.224023998
805 1.05727005 0.328850001
365 1.055889964 0.249695003
a4 1.04895997 0.124562003
1103 1.045819998 0.319200009
778 1.042880058 0.536702991
1191 1.037250042 0.390423
1179 1.032439947 0.293258995
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Figura 8. Comparacéo entre o perfil lipiddmico dos 3 grupos no momento basal. A — Grafico de scores
de PCA (andlise de componentes principais) com todas as amostras do estudo. B — Analise
discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA) entre os grupos eutrofico, obeso e diabéticos

tipo 2 (DM2). C = VIP score com os principais metabdlitos responsaveis pela segregacdo da PLS-DA.
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D — Validacdo do modelo PLS-DA - teste de permutacdo. E — Lista com os principais metabdlitos
selecionados pelo VIPscore.

E possivel observar uma tendéncia & separagéo entre os 3 grupos, indicando que
h& metabdlitos distintos nos lipidomas de cada um. A Figura 8C mostra o grafico de VIP score
com os principais metabdlitos responsaveis pela separacdo dos grupos, nos quais foram
selecionados os metabdlitos com VIP score > 1.0. Ja a Figura 8D apresenta o teste de
permutacdo, mostrando a validacdo do modelo OPLS-DA. Essa validacdo € de extrema
importancia para modelos multivariados supervisionados, especialmente os modelos de
classificacdo, para que ndo haja uma interpretacdo errdbnea dos dados. Na Figura 8E é
possivel ver a lista com os principais metabdlitos selecionados no VIP score. A Tabela 5
mostra os marcadores selecionados, divididos em classes, espécie e anotacdo, baseado na

anotacdo das moléculas.

Tabela 5. Anotagdo dos marcadores significativos na diferenciacdo dos 3 grupos, de acordo com as
m/z selecionadas no grafico S-Plot.

N'\gifiizl Massa Exata Classe Espécie Anotacédo Niveis 2 e 3
810 810,6012 GP PC PC 38:4
982 982,7467 SP Hex2Cer Hex2Cer 44:2;02
804 804,5537 GP PC PC 38:7
805 805,5543 GP PE PE 40:8
778 778,6199 SP HexCer HexCer 38:1,02
913 913,7273 GL TAG TG 55:7
967 967,7734 GL TAG TG 59:8
959 959,7964 GL TAG TG 58:5
1027 1027,7725 GL TAG TG 64:13
851 851,7123 GL TAG TG 52:6
1185 1185,7953 GP CL CL(48:0)
802 802,5353 GP PC PC 38:8
1191 1191,6763 SP NeuAcHex2Cer NeuAcHex2Cer 34:1;02
775 775,6630 SP SM SM 39:0;2
355 355,1745 FA FA FA 16:2;05
391 391,2455 FA FA FA 21:3;03
354 354,2767 FA FA NA 22:4
419 419,2404 FA FA FA 22:4;04
1045 1045,856 GL TAG TG 63:5
442 442,2622 FA FA Leukotriene E3
737 737,5439 GP PS PS 0-32:1
739 739,5164 SP CerPE CerPE 37:2;02
1103 1103,7564 SP Lc3Cer Hex-HexNAc-Cer 34:1;02
1179 1179,7296 SP GM3 Ganglioside GM3 (d18:1/18:1(112))
365 365,2111 ST ST ST 24:6;04
441 441,2038 ST ST ST 24:4;05
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5.7. AlteracBes Metabdlicas Crénicas Nos Grupos Controle

A Figura 9 mostra os graficos referentes ao momento pré x pds-controle dos 3
grupos. Os graficos de scores OPLS-DA (A, C, E) mostram que ndo houve uma segregacao
entre 0S grupos, assim como o0s testes de permutacdo (B, D, F) ndo apresentam uma
validacdo do modelo. Dessa forma, pode-se dizer que ndo houve alteracdo do metabolismo
desses voluntarios durante o periodo controle, e todos as mudancas ocorridas foram devidas

ao periodo de treinamento.
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Figura 9. Comparacao entre os momentos pré e pos-controle dos 3 grupos. As figuras A, C e E
mostram as analises ortogonais discriminantes por minimos quadrados parciais (OPLS-DA) dos
grupos eutrofico, obesos e diabéticos tipo 2, respectivamente. Ja as Figuras B, D e F mostram as

respectivas validagdes dos modelos com os testes de permutacao.



5.8. Alteracdes Metabdlicas Crénicas no Grupo Eutréfico
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A Figura 10 mostra os gréaficos referentes a comparacgao controle x treino no grupo

eutrofico. O grafico de scores OPLS-DA na Figura 10A mostra uma diferenca entre os grupos,

evidenciando que houve alteracdo metabdlica promovida pelo TC. A Figura 10B apresenta a

validacdo do modelo de OPLS-DA, garantindo a acuracia desse modelo. Os principais

metabdlitos responsaveis por essa segregacao estdo destacados em vermelho. Na Figura

10C, sendo os do quadrante esquerdo inferior relacionados ao grupo controle e os do direito

superior ao grupo treino. Na Figura 10D est& a tabela com as massas desses metabdlitos,

para posterior identificacdo. Ja a Tabela 6 mostra a anotagdo dos metabdlitos selecionados

no S-plot, separados por classes e espécies entre 0s grupos.
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Figura 10. Comparagéo entre os grupos controle e treino eutréfico. A figura A mostra o gréfico
de scores do modelo OPLS-DA com a segregacao entre grupos, ja a figura B representa o teste
de permutacdes e validacdo do modelo. A figura C mostra o grafico S-plot com as principais
variaveis discriminantes entre grupos destacadas em vermelho, e a tabela D mostra todas as

massas das principais variaveis selecionadas no grafico S-Plot.
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207 0,101765998 0,219519004 635 -0,150993004 -0,295724988
228 -0,107924998 -0,224669993 809 0,129757002 0,231618002
255 0,153310999 0,296355009 890 0,110281996 0,210479006
289 0,115465 0,184596002 939 -0,108796  -0,198373005
299 0,103391998 0,193687007 987 0,134411007 0,240590006
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591 0,105805002 -0,170388997 1179 0,106660001 0,218560994
605 0,124108002 0,244778007
625 0,123893  -0,195232004
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Tabela 6. Anotacdo dos marcadores significativos na comparacédo entre os grupos controle e treino do
grupo eutréfico, de acordo com as m/z selecionadas no grafico S-Plot.

Nl\g?nsiiZI '\éizf: Classe Espécie Anotacédo Niveis 2 e 3
255 255,1227 FA FA FA 13:4;,03
299 299,1430 FA FA FA 22:12
319 319,2244 FA FA FA 18:2;0
373 373,2585 FA FA FA 20:2;,04
505 505,4251 GL DG DG 29:2
577 577,5190 GL DG DG 34:1
890 890,7294 GL TAG TG 54:9
987 987,7467 GL TAG TG 61:12
990 990,8529 GL TAG TG 61:8
1091 1091,9342 GL TAG TG 66:3
1086 1086,5496 GP CDP-DG CDP-DG(43:2)
519 519,3251 GP LPC LysoPC(16:0/0:0)
548 548,2748 GP LPE LPE 22:6
863 863,5121 GP PG PG 40:5
1108 1108,7422 SP GA2 Ganglioside GA2 (d18:1/9Z-18:1)
998 998,7478 SP Hex2Cer Hex2Cer 42:0;02
809 809,6507 SP SM SM 40:1;02
447 447,2717 ST ST ST 24:1;06
207 207,0000 UN UN UN
228 286,2002 FA FA 3-hydroxyoctanoyl carnitine
315 315,2294 FA FA FA 19:3
439 439,3530 FA FA CAR 18:3
591 591,4983 GL DG DG 34:3
939 939,8425 GL TAG TG 58:4
1001 1001,7569 GL TAG TG 62:12
1146 1146,7504 GP CL CL(44:0)
625 625,5878 SP Cer Cer 38:2;03
635 635,5122 SP CerP CerP 34:1;02
1155 1155,7247 SP GM3 Ganglioside GM3 (d18:0/16:0)
415 415,2819 ST ST ST 24:1,04
441 441,2038 ST ST ST 24:4;05
453 453,3703 ST ST ST 29:1,02

5.9. Alterac6es Metabolicas Crénicas No Grupo Obeso

A Figura 11 mostra os graficos referentes a comparacgao controle x treino no grupo
obeso. O gréfico de scores OPLS-DA na Figura 11A mostra uma segregacao entre 0s grupos,
e pode-se notar que no controle ha uma pequena separagdo nas amostras. I1Sso ocorre
guando ha diferencas intragrupo, como homens e mulheres. Porém, no grupo treino, é
possivel notar uma maior homogeneidade das amostras, mostrando que pessoas treinadas
possuem um metabolismo mais semelhante comparado a pessoas sedentarias. A Figura 11B
apresenta a validagdo desse modelo. Os principais lipidios responsaveis por essa segregagao
estdo representados na Figura 11C e detalhados na Figura 11D. A Tabela 7 mostra a
anotacdo dos metabolitos selecionados no S-plot, separados por classes e espécies entre 0s

grupos.
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Figura 11. Comparacao entre os grupos controle e treino obesos. A figura A mostra o grafico de scores
da anédlise ortogonal discriminante por minimos quadrados parciais (OPLS-DA), ja a figura B representa
o0 teste de permutagdes e validacéo do modelo. A figura C mostra o grafico S-plot com as principais
variaveis discriminantes entre grupos, e a tabela D mostra todas as principais variaveis selecionadas

no grafico S-Plot.

Tabela 7. Anotacdo dos marcadores significativos na comparacdo entre 0s grupos controle e
treino do grupo obesos, de acordo com as m/z selecionadas no grafico S-Plot.

Massa Massa
Nominal Exata

299 299,1430 FA FA FA 22:12
315 315,2294 FA FA FA 19:3
360 360,3261 FA FA NA 24:4

Classe Espécie Anotacado Niveis 2 e 3

451 451,2182 FA FA 6-bromo-tricosa-5E,9Z-dienoic acid
469 469,2029 FA FA Glucosylgalactosyl hydroxylysine
495 495,3446 GL DG DG 24:0
" 949 949,7243 GL TAG TG 60:13
8 951 951,7396 GL TAG TG 60:12
L 953 953,7552 GL TAG TG 60:11
g 957 957,7035 GL TAG TG 59:13
= 1001 1001,7569 GL TAG TG 62:12
E 1015 1015,7151 GL TAG TG 62:13
1016 1016,7702 GL TAG TG 64:16
638 638,4180 GP PE PE 30:4
664 664,4351 GP PE PE 32:5
720 720,5517 GP PE PE 34.0
721 721,5490 GP PE PE 33:1

597 597,6292 SP Cer Cer 38:0;0
668 668,6551 SP Cer Cer 42:0;,03
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657 657,4966 SP CerPE CerPE 34:3;02
673 673,4925 SP CerPE CerPE 34:3;03
692 692,5321 SP CerPE CerPE 34:2;03
701 701,5586 SP CerPE CerPE 37:2;02
972 972,7397 SP Hex2Cer Hex2Cer 42:2;02
998 998,7478 SP Hex2Cer Hex2Cer 42:0;02
374 374,2067 SP SP SPBP 16:1;02
441 441,2038 ST ST ST 24:4;05
593 UN UN UN
323 323,1981 FA FA FA 20:6

8 483 483,3833 FA FA FA 32:6;02

% 549 549,4877 GL DG DG 32:1

8 729 729,4855 GL DG DG 42:9

K5 897 897,7308 GL TAG TG 52:2

g 899 899,7093 GL TAG TG 56:10

g 829 829,6429 GP PC PC 38:3

O 777 777,6114 SP SM SM 37:1;4
489 489,3009 ST ST ST 27:1;0;S

5.10. Alteragdes Metabdlicas Crénicas no Grupo DM2

A Figura 12 mostra os graficos referentes a comparac¢ao controle x treino no grupo
DM2. O gréfico de scores OPLS-DA na Figura 12A mostra uma segregacgao entre 0s grupos,
e uma distribuicdo mais dispersa das amostras em ambos 0s grupos, comparado ao grupo
obeso. A Figura 12B apresenta a validacdo desse modelo através do teste de permutacao. Ja
0s principais lipidios responsaveis por essa segregacao estdo representados na Figura 12C
e destacados em vermelho e detalhados na Figura 12D. A Tabela 8 mostra a anotagéo dos

metabdlitos selecionados no s-plot, separados por classes e espécies entre 0s grupos.
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Figura 12. Comparacéo entre os grupos controle e treino DM2. A figura A mostra o gréfico de scores
da analise ortogonal discriminante por minimos quadrados parciais (OPLS-DA), j& a figura B
representa o teste de permutacdes e validacdo do modelo. A figura C mostra o grafico S-plot com

as principais variaveis discriminantes entre grupos e a tabela D mostra todas as principais variaveis

selecionadas no grafico S-Plot.

Teste de Permutagéo - OPLS-DA @ R2v(Cum)
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D Primary ID M2.p[1] M2.p(corr)[1] Primary ID M2.p[1] M2.p(corr)[1]
201 -0,106522001 -0,521502972 683 0,109825999  0,480594009
205 0,104758002 0,459295005 795 -0,127774  -0,576789021
221 0,137698993 0,627614021 894 -0,135801002 -0,621061981
287 -0,148881003 -0,626383007 900 -0,115919001 -0,534532011
289 -0,146705002 -0,693890989 928 -0,126347005 -0,573243022
310 0,110146001  0,50563699 929 -0,122514002 -0,544650018
313 0,106431 0,466731012 972 0,100133002 0,448294997
323 -0,106928997 -0,517643988 1016  0,120003998 0,545036018
327 0,105213001 0,480174989 1016 0,118758  0,532854974
357 -0,104666002 -0,452392995 1033 0,101402 0,46211499
455 0,120030001 0,525242984 1082 -0,10949  -0,505203009
475 -0,129255995 -0,588665009 1086 -0,113297001 -0,52857399
481 -0,110757999 -0,481831998 1112 -0,101167001 -0,488537997
523 0,103435002 0,473657012 1140 -0,131409004 -0,649821997
587 -0,140779004 -0,641674995 1193 0,109361 0,541902006
611 -0,114194997 -0,519578993
670 0,139027998 0,613456011
681 0,096977502 0,426355988
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Tabela 8. Anotacdo dos marcadores significativos na comparacéo entre os grupos controle e treino do

grupo diabéticos tipo 2.

N'\(A)?nsiizl '\éigf; Classe Espécie Anotacédo Niveis 2 e 3
221 221,1512 FA FA FA 12:1
310 310,1989 FA FA CAR 8:0
327 327,2294 FA FA FA 20:4
523 523,4726 GL DG DG 30:0
1015 1015,7151 GL TAG TG 62:13
%’ 1016 1016,7702 GL TAG TG 64:16
g 1033 1033,8210 GL TAG TG 66:13
-% 681 681,6838 SP Cer Cer 43:1;02
= 683 683,7079 SP Cer Cer 43:0;02
1193 1193,7890 SP GM3 Ganglioside GM3 (d18:0/20:0)
972 972,7397 SP Hex2Cer Hex2Cer 42:2;02
670 670,5252 SP HexCer HexCer 32:2;02
455 455,1609 ST ST 15beta-hydroxycyproterone
acetate
287 287,2006 FA FA FA 19:6
323 323,1981 FA FA FA 20:6




357
475

587
611
894
900
928
929
1086
1112
1082
1140
795

481

357,2788
475,2836

587,4670
611,4662
894,7603
900,7129
928,7437
929,7557
1086,5496
1112,6294
1082,7309
1140,7252
795,6084

481,3288

FA
FA

GL
GL
GL
GL
GL
GL
GP
GP
SP
SP
SP

ST

FA
FA

DG
DG
TAG
TAG
TAG
TAG
CDP-DG
CDP-DG
L3Cer
Hex(2)-KDN-Cer
SM

ST

FA 24:6
10,11-Dihydro-12R-hydroxy-
leukotriene E4
DG 34:5

DG 32:0

TG 54:7

TG 55:11

TG 57:11

TG 58:9
CDP-DG(43:2)
CDP-DG(42:2)

Hex(2)-HexNAc-Cer 34:1;02
Hex(2)-KDN-Cer 36:1;02
SM 38:2;,02

18-acetoxy-lalpha-
hydroxyvitamin D3

5.11. Alteragdes Metabdlicas Agudas

Os trés grupos realizaram trés sessdes agudas de treino, sendo aerébio (TA),
forca (TF) e combinado (TC) antes de iniciarem o periodo de treinamento combinado, e
uma sessao de treino combinado crénico (TCC) apds o periodo de treino. Foram
realizadas comparacdes dois a dois entre todos os momentos (pré x pos x 30 min (30’) x
60 min (60)), representados nas Figuras 13 — 24. Nota-se que as comparacdes com o
momento pré sao as que apresentaram maiores segregacdes. Ja as comparacdes no

momento da recuperacdo (pés, 30 min e 60 min), apesar de separados e modelos

validados, visualmente vemos uma menor separagao.
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TREINO AEROBIO (TA) - Grupo Eutréfico
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Figura 13. Comparagdes entre os momentos de coleta pré, pos, 30 min e 60 min apos a sessdo

aguda de treino aeréhio do grupo eutréfico. A — Pré x Poés, B — P6s x 30 min, C — Pré x 30 min, D —

P&s x 60 min, E — Pré x 60 min, F — 30 min x 60 min. Todos os modelos foram validados apresentando
R2Y > 0,9, Q2 =0,5e p <0,0001. O simbolo ’ representa minutos.
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Figura 14. Comparag8es entre os momentos de coleta pré, pds, 30 min e 60 min apds a sessao

aguda de treino aerdbio do grupo obeso. A — Pré x Pés, B — Pés x 30 min, C — Pré x 30 min, D —

P6s x 60 min, E — Pré x 60 min, F — 30 min x 60 min. Todos os modelos foram validados

apresentando R2Y > 0,9, Q2 = 0,5 e p < 0,0001. O simbolo ’ representa minutos.
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TREINO AEROBIO (TA) - Grupo DM2
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Figura 15. Comparagfes entre 0s momentos de coleta pré, pos, 30 min e 60 min apés a sesséo

aguda de treino aerébio do grupo DM2. A — Pré x P6és, B — P6s x 30 min, C — Pré x 30 min, D —

Pés x 60 min, E — Pré x 60 min, F — 30 min x 60 min. Todos os modelos foram validados

apresentando R2Y > 0,9, Q2 =2 0,5 e p < 0,0001. O simbolo ’ representa minutos.
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TREINO DE FORCA (TF) - Grupo Eutréfico
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Figura 16. Comparag8es entre os momentos de coleta pre, pds, 30 min e 60 min apds a sessao aguda

de treino de for¢a do grupo eutréfico. A — Pré x Pds, B — P6s x 30 min, C — Pré x 30 min, D — P6s x 60

min, E — Pré x 60 min, F — 30 min x 60 min. Todos os modelos foram validados apresentando R2Y >

0,9,Q2 20,5 e p<0,0001. O simbolo ’ representa minutos.
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Figura 17. Comparagfes entre os momentos de coleta pré, pos, 30 min e 60 min apés a sesséo

aguda de treino de for¢a do grupo obeso. A — Pré x Pds, B — Pds x 30 min, C — Pré x 30 min, D —

P6s x 60 min, E — Pré x 60 min, F — 30 min x 60 min. Todos os modelos foram validados
apresentando R2Y > 0,9, Q2 = 0,47 e p < 0,0001. O simbolo ' representa minutos.
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TREINO DE FORCA (TF) - Grupo DM2
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Figura 18. Comparacgdes entre os momentos de coleta pré, pos, 30 min e 60 min apds a sesséo

aguda de treino de for¢a do grupo DM2. A — Pré x Pds, B — P6s x 30 min, C — Pré x 30 min, D — P6s

X 60 min, E — Pré x 60 min, F — 30 min x 60 min. Todos os modelos foram validados apresentando
R2Y > 0,9, Q2 20,5 e p < 0,0001. O simbolo ’ representa minutos.
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TREINO COMBINADO (TC) - Grupo Eutréfico
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Figura 19. Comparacdes entre os momentos de coleta pré, pos, 30 min e 60 min apds a sessao aguda
de treino combinado do grupo eutréfico. A — Pré x Pés, B — Pés x 30 min, C — Pré x 30 min, D — Pds x
60 min, E — Pré x 60 min, F — 30 min x 60 min. Todos os modelos foram validados apresentando R2Y
>0,9, Q2 20,5 e p < 0,0001, exceto o modelo B que apresentou Q2 = 0,35 e p < 0,0001. O simbolo’

representa minutos.
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Figura 20. Comparagfes entre 0s momentos de coleta pré, pés, 30 min e 60 min apds a sessao aguda
de treino combinado do grupo obeso. A — Pré x P6s, B — Pés x 30 min, C — Pré x 30 min, D — Pés x 60
min, E — Pré x 60 min, F — 30 min x 60 min. Todos os modelos foram validados apresentando R2Y > 0,9,

Q2 20,5 e p<0,0001. O simbolo ’ representa minutos.



TREINO COMBINADO CRONICO (TCC) - Grupo DM2
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Figura 21. Comparag8es entre os momentos de coleta pre, pés, 30 min e 60 min apds a sessao aguda

de treino combinado do grupo DM2. A — Pré x Pds, B — Pds x 30 min, C — Pré x 30 min, D — Pds x 60

min, E — Pré x 60 min, F — 30 min x 60 min. Todos os modelos foram validados apresentando R2Y >
0,9,Q2 20,5 € p <0,0001. O simbolo ' representa minutos.
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TREINO COMBINADO CRONICO (TCC) - Grupo Eutréfico
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Figura 22. Comparagdes entre os momentos de coleta pré, pos, 30 min e 60 min apds a sessdo
aguda de treino combinado crénico do grupo eutréfico. A — Pré x Pés, B — P6s x 30 min, C — Pré x 30
min, D — P&s x 60 min, E — Pré x 60 min, F — 30 min x 60 min. Todos os modelos foram validados
apresentando R2Y > 0,9, Q2 =2 0,5 e p < 0,0001, exceto o modelo F que apresentou Q2 =0,42 e p <

0,0001. O simbolo ’ representa minutos.
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Figura 23. Comparag8es entre os momentos de coleta pre, pds, 30 min e 60 min apds a sessdo aguda
de treino combinado crénico do grupo obeso. A — Pré x Pés, B — Pds x 30 min, C — Pré x 30 min, D —
P&s x 60 min, E — Pré x 60 min, F — 30 min x 60 min. Todos os modelos foram validados apresentando
R2Y > 0,9, Q2 =0,5e p <0,0001, exceto o modelo D que apresentou Q2 =0,41 e p <0,0001. O simbolo
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Figura 24. Comparaces entre 0s momentos de coleta pre, pés, 30 min e 60 min apds a sessdo aguda
de treino combinado crénico do grupo DM2. A — Pré x Pés, B — P6s x 30 min, C — Pré x 30 min, D —
P&s x 60 min, E — Pré x 60 min, F — 30 min x 60 min. Todos os modelos foram validados apresentando
R2Y > 0,9, Q2 = 0,5 e p < 0,0001, exceto o modelo E que apresentou Q2 = 0,42 e p < 0,0001. O
simbolo ’ representa minutos.

As Tabelas a seguir (9, 12 e 15) representam um resumo com todos os metabdlitos
selecionados no S-Plot de todas as comparagfes das sessfes agudas dos grupos eutroficos,
obesos e DM2 respectivamente. J4 as Figuras 25, 26 e 27 sdo diagramas de Venn
comparando as sessbes agudas de treino de cada grupo para encontrar marcadores em
comum e reduzir a quantidade deles, focando nos mais importantes e frequentes. J4 as
Tabelas 10, 13 e 16 mostram um resumo das compara¢gbes dos diagramas de Venn,
evidenciando quais marcadores serdo fragmentados e feita a busca nas bases de dados para
a identificacdo. Finalmente as Tabelas 11, 14 e 17 apresentam as anotacfes baseadas nas

massas exatas adquiridas e nas fragmentac¢des dos marcadores.



Tabela 9. Principais metabdlitos responsaveis pela segregagdo dos momentos (pré, pos, 30 min e 60 min) nos gréaficos S-Plot, nos quatro treinos (TA, TF,

TC e TCC) do grupo eutrofico.

585

875 758

719 679 675 782 663 493 872 895 780 931 721 453 701 635 625|699 666 523 718 718 785
811 692 685 785 664 565 887 897 831 972 736 457 718 784 647 | 718 680 611 @761 721 806
849 709 740 786 675 567 913 AN 837 987 809 473 763 851 784 | 719 692 645 777 | 729 851
988 731 748 790 685 600 931 968 838 1001 815 478 815 944 831|729 719 659 785 741 972
1001 752 783 802 703 612 980 972 846 1071 857 519 849 972 1049|902 733 | 741 851 761 974
1024 759 809 806 712 639 983 1082 939 521 919 1049 1077]| 987 @ 780 761 926 | 780 1005
1025 760 811 808 774 677 1102 1001 567 921 1058 1197|1023 785 818 928 888 1016
1123 774 964 813 783 692 1193 1016 583 972 1077 1155 806 829 975 902 1023
780 892 807 705 1023 595 987 1117 1182 809 855 1040 975 1094
782 953 987 712 1026 721 1057 851 975 1041 996 1102
785 978 990 731 1043 736 1058 975 1016 1045 1016 1140
786 1002 1024 808 1049 784 1078 1023 1138 1094 1023
806 1094 1103 809 1073 835 1101 1041 1113 1044
808 1103 1117 829 1101 879 1102 1045 1125 1073
811 1126 930 890 1129 1094 1129 1092
813 1135 974 897 1188 1191 1133 1127
892 1140 990 944 1150 | 1155
930 1030 998 1159
953 1043 1028 1160
956 1041 1185
1057 1073
1126 1077
1127 1197
1135
1149

(linha superior). O simbolo ‘ representa minutos.

Os numeros coloridos representam as massas/carga (m/z) nominais de cada metabdlitos que apareceram em mais de uma comparacéo dentro do mesmo treino,
enquanto os sem coloragéo representam metabdlitos Unicos de cada comparagédo. Os nimeros em negrito estado relacionados ao primeiro momento de cada comparagao
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Figura 25. Diagramas de Venn representando os metabdlitos em comum ou Unicos nas 6 comparagdes entre 0s
tempos pré, pés, 30 min e 60 min do grupo eutréfico, nos 4 treinos. A — treino aerébio (TA), B — treino de forga
(TF), C — treino combinado (TC), D — treino combinado crdnico (TCC). Os nameros representam o niumero de
metabolitos em cada comparagédo, sendo eles Unicos ou compartilhados com os outros momentos. O simbolo

representa minutos.



Tabela 10. Metabdlitos em comum entre as comparacdes de tempos intra e entre treinos no grupo eutrofico.

Pré x 60' | Pés x

73

382 Préx ng.' P6s 357 20 245 921 205  prgxpos|Préx 441 642 Pré x P6s | Pré x 30' 469
x s ) ; PG - 30' Ao
660 Préx30' [Posx 317 739 PréxP6s|Préx 994 POSX30|POsx60 | 1001 475 pesx30' | Posx 60' | 393 PréxPos | Pésx30' 634 Préx Pos | P6s x
1024 30 338 825 30 1002 207 593 315 gog S0 |POSx60
469 385 1073 209 P6sx 60|30 x 60 | 317 1058 447 718
752 611 243 437  Préx30'|30'x 60 | 615 336 pré x Pés | P6s x 30' | 513 331
759 664 Prex60'|Posx| 923 préxPos|Préx 733 Posx 30|30 x60 | 701 o ) 972 | Pos x 60’ 690 659  Pré x 60' | PGs x
60' 60' Pré x Pos | Pos x Pré X 30° | Pré x 60| Pré x P6s | P6s x 60 30' | P6s X 60
780 675 1070 227 718 30 387 p : 729 761
Pos x 30
Pré x 30" | Pré x 60' |
782 685 242 393 987 211 AR ' 902 741 5 % 60' | P6
) o Pré x 60' | 30' x 60' Pés x 30" | Pés x 60 PrGeO'X|%%'|XP60§' X
785 Préx30 |Posx 783 304 741 1102 221 1155 1016
30 . - Pré x P6s | P6s x - — -
786 pré x 30'| 30' x 703 p6s x 30 | Pos x| 383 , 763 453 369 487 Préx30 |Préx60 569
) . 30 Pré x 30' | 30" x 60"
806 60 1103 60 690 986 521 443 615 806
Pré x 60' | 30" x 60' PIé x 30' | P6s x
813 256 1023 4L prexpes|prex3o | 2% prexsoprex 2%’ 1041 pré x30'|Pesx 30 789 60|30 x 60
. . . 7 P4 Pré x 60’ 60’
892 284 POSX gg, 130°x | 559 PréX 6&.' POSX  gg3 ! 721 1197 1045 515
953 712 563 Pré x P6s | P6s x 520 pré x p(,,s | Pés‘ x 30'| 736 203 415 Préx 30| P6s x 60° 609 Pré x 30' | P6s
1126 990 659 60° 1016 | Pds x 60 1073 223 327  PpréxPés|Préx30 785 30'| 30" x 60'
1135 212 Ppré x 30" | Pos x | 1043 608 497 265 465 | Pré x 60' 851
639 464  30'|30'x60° | 240 oré x 30| Pré 918 Pré x Pos | P6s x 60" | 645 365 ML | Préx 60 1094
Pré x 30' | 30" x ; T on ré x 30" | Pré x 30" x 60' } s . ré x 30' | Pré x 60 —— -
731 60 808 P;%?‘é%.'fgg X1 1207 60 992 683 a9 '€ Xlﬁs%. |POSXB0"| 975 Posx30'|P6sx 60 587 Pg%.xl Pos | Prex
Pré x 30' | P6s x Préx 30 | Pos x
60' Pré x Pés | P6s x 30"
930 496 oré x 30| P6s x 752 oré x 30 [ PGS x 409 | bic v 60|30 x 60' | 815 784 382 719 prax Pos | Pré x
P~ 30' | Pos x 60° 20 I - Pré x 60' | 30' x 60' 30'| P6s x 60' | 30'
Pré x 30" | Pré x Pré x Pos | Pré x 30 X 60"
659 v 774 1077 683 |'Didx 60|30 x 60' | 1101 1077 413 1023
Pré x 30' | Pré x Pré x 60" | Pos x Pré x 60" | P6s x 30'
373 . 304 30130 x 60 263 478 | p6s x 60' | 30" x 60'
Pré x 60" | 30" x Pré x Pos | Pré Pré x 60" | P6s x
499 60' S 301130 x 60° 473 60" a9
Pré x Pos [ Pré Pré x 30" | 30" x 60'
re X Pos re
11 xrosirre 44 47
399 Pré x 60' | 30' x 8 x 30" | Pré x 60 9 6
60’ Y .
Pré x Pés | Pré . . .
. Pré x P6s | Pré x
2 s : 27 > 17
809 692 x 3?3|0, 0s X 30 O 30 prex60  °Y prex30 | Pés x 60
P6s x 60' | 30' | 30" x 60
625 08X s 130X 1049

Os numeros coloridos representam as massas/carga (m/z) nominais de cada metabdlitos que apareceram em mais de uma comparagéo entre treino. O simbolo ‘ representa minutos.
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Tabela 11. Anotacao dos marcadores selecionados nas trés sessdes de treino agudas (aerdbio, forca, combinado) e na sesséo aguda crénica de combinado

do %rqu eutrofico.

N’\(/)krar?iiil héi;f: Classe Espécie Anotacéo N'\g?fiizl '\éizf; Classe Espécie Anotacédo
382 382,3316 FA FA NA 23:2,02 245 245,0809 FA FA FA 14:8,02
469 469,2029 FA FA Glucosylgalactosyl hydroxylysine 243 243,1380 FA FA FA 16:7
373 373,2585 FA FA FA 20:2,04 1070 1070,3471 FA FA CoA 20:4,0
357 357,2788 FA FA FA 24:6 242 242,2114 FA FA FA 14:2
317 317,2087 FA FA FA 18:3;,0 304 304,2846 FA FA FA 17:0;0
338 338,3417 FA FA NAE 20:0 383 383,3156 FA FA FA 23:2;,02
385 385,3101 FA FA FA 26:6 259 259,1693 FA FA FA 17:6
284 284,3312 FA FA 2-Methyl-(2)-7-octadecene 209 209,1512 FA FA FA 11:0
304 304,2846 FA FA FA 17:0;0 437 437,2146 FA FA FA 21:4,06
311 311,1618 FA FA FA 18:6;0 227 227,1430 FA FA FA 16:6
611 611,4662 GL DG DG 32:0 393 393,2248 FA FA FA 20:3,04
892 892,7439 GL TAG TG 54:8 409 409,1713 FA FA 6-bromo-eicosa-5E,9Z-dienoic acid
953 953,7552 GL TAG TG 60:11 563 563,4670 GL DG DG 32:3
930 930,7600 GL TAG TG 57:10 1073 1073,7934 GL TAG TG 66:12
990 990,8529 GL TAG TG 61:8 923 923,7482 GL TAG TG 54:3
496 496,3398 GP LPC LPC 16:0(0:0/16:0) 1077 1077,8247 GL TAG TG 66:10
499 499,3507 GP LPE LPE 18:0 921 921,7302 GL TAG TG 54:4
464 464,3135 GP LPE LPE O-18:1;0 994 994,7776 GL TAG TG 62:13
759 759,5722 GP PC PC 33:3 1016 1016,7702 GL TAG TG 64:16
782 782,5686 GP PC PC 36:4 918 918,8411 GL TAG TG 55:2
786 786,6003 GP PC PC 36:2 1023 1023,5794 GP CDP-DG CDP-DG 36:2
809 809,6507 GP PC PC 38:5 1043 1043,5481 GP CDP-DG CDP-DG 38:6
783 783,5715 GP PC PC 35:5 520 520,3398 GP LPC LPC 18:2
808 808,5850 GP PC PC 377 825 825,6116 GP PC PC 38:5
774 774,5997 GP PC PC 35:1 763 763,5937 GP PC PC 33:1
660 660,5326 GP PE PE 0-32:0 992 992,7421 GP PC PC 48:2
780 780,6628 GP PE PE 37:2 741 741,5487 GP PE PE 0-36:5
806 806,5694 GP PE PE 41:6 752 752,5442 GP PG PG 33:1
639 639,5072 GP PE PE 0-28:0 863 | 863,5121 GP PG PG 40:5
664 664,4351 GP PE PE 32:5 608 608,5610 SP Cer Cer 38:2;03
752 752,5442 GP PG PG 33:1 683 683,7079 SP Cer Cer 43:0;,02
1103 1103,7564 SP asialo-GM2 Hex(2)-HexNAc-Cer 38:1;02 739 739,5164 SP CerPE CerPE 37:2;,02
675 675,5435 SP CerPE CerPE 35:1;02 690 690,6004 SP CerPE CerPE 34:3,03
685 685,5279 SP CerPE CerPE 36:2;03 1197 1197,7959 SP Hex(2)-HexNAc-Cer Hex(2)-HexNAc-Cer 42:2;02
692 692,5321 SP CerPE CerPE 34:2;03 1002 1002,7771 SP Hex2Cer Hex2Cer 44:1;02
1135 1135,6077 SP GM3 Ganglioside GM3 (d18:1/12:0) 986 986,6846 SP Hex2Cer Hex2Cer 40:0;02
1024 1024,6778 SP Hex3Cer Hex3Cer 34:1;02 659 659,5220 SP HexCer HexCer 30:2;02
659 659,5220 SP HexCer HexCer 30:2;02 733 733,6219 SP SM SM 36:0;02
712 712,5774 SP HexCer HexCer 35:2;02 441 441,2038 ST ST ST 24:4,05
785 785,6529 SP SM SM 40:2;02
813 813,6838 SP SM SM 42:2;02
731 731,6059 SP SM SM 36:1;02
703 703,5745 SP SM SM 34:1;02
811 811,6688 SP SM SM 40:0;02
399 399,2160 ST ST ST 24:6;05
1126 UN UN UN
212 UN UN UN
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TC Eutréficos

TCC Eutréficos

N’\(A)?nsiizl “éi;f: Classe Espécie Anotacédo N,\C/I)Griﬁsiizl hlgiZtS: Classe Espécie Anotacéo
317 317,2087 FA FA FA 18:3;,0 311 311,1618 FA FA FA 18:6;,0
263 263,0890 FA FA FA 12:4;03 315 315,2294 FA FA FA 19:3
279 279,1588 FA FA FA 16:4;03 327 327,2294 FA FA FA 20:4
475 475,2836 FA FA leukotriene E4 331 331,2244 FA FA FA 19:3;,0
336 336,3261 FA FA NA 22:2 382 382,3316 FA FA NA 23:2;02
387 387,2506 FA FA FA 22:4;02 393 393,2248 FA FA FA 20:3;04
211 211,1305 FA FA FA 10:0;0 465 465,2463 FA FA Prostaglandin G2 2-glyceryl Ester
221 221,1512 FA FA FA 12:1 469 469,2029 FA FA Glucosylgalactosyl hydroxylysine
223 223,1668 FA FA FA 12:0 587 587,4670 GL DG DG 345
265 265,1798 FA FA FA 16:4;,0 615 615,4983 GL DG DG 36:5
409 409,1713 FA FA 6-bromo-eicosa-5E,9Z-dienoic acid 729 729,4855 GL DG DG 42:9
615 615,4983 GL DG DG 36:5 851 851,7123 GL TAG TG 52:6
1001 1001,7569 GL TAG TG 62:12 902 902,7286 GL TAG TG 55:10
987 987,7467 GL TAG TG 61:12 975 975,6899 GL TAG TG 59:12
736 736,6438 GL TAG TG 42:2 1016 1016,7702 GL TAG TG 64:16
1073 1073,7934 GL TAG TG 66:12 1041 1041,8820 GL TAG TG 64:6
944 944,7656 GL TAG TG 58:10 1045 1045,8560 GL TAG TG 63:5
1077 1077,8247 GL TAG TG 66:10 513 513,2935 GP LPS LPS 16:1
1049 1049,7934 GL TAG TG 64:10 515 515,3092 GP LPS LPS 16:0
1058 1058,5842 GP CDP-DG CDP-DG 40:4 719 719,5733 GP PE PE O-34:2
521 521,3350 GP LPE LPE 20:3 741 741,5487 GP PE PE 0O-36:5
478 478,3292 GP LPE LPE 0-19:2 761 761,5885 GP PC PC 33:2
784 784,5861 GP PC PC 36:3 780 780,6628 GP PE PE 37:2
721 721,5490 GP PE PE 33:1 806 806,5694 GP PE PE 41:6
583 583,5772 SP Cer Cer 36:1;02 1023 1023,5794 GP CDP-DG CDP-DG 36:2
683 683,7079 SP Cer Cer 43:0;02 1094 1094,6707 GP CDP-DG CDP-DG(42:0)
625 625,5878 SP Cer Cer 38:2;03 569 569,5252 SP Cer Cer 34:2;03
567 567,5095 SP Cer Cer 34:3;03 609 609,5929 SP Cer Cer 38:2;02
701 701,5586 SP CerPE CerPE 37:2;02 634 634,5745 SP Cer Cer 38:0;03
645 645,4966 SP CerPE CerPE 33:2;,02 642 642,4939 SP HexCer HexCer 30:2;02
647 647,5122 SP CerPE CerPE 33:1,02 659 659,5220 SP HexCer HexCer 30:2;02
1197 1197,7959 SP Hex(2)-HexNAc-Cer Hex(2)-HexNAc-Cer 42:2;02 690 690,6004 SP CerPE CerPE 34:3;,03
972 972,7397 SP Hex2Cer Hex2Cer 42:2;,02 699 699,4788 SP CerPE CerPE 34:1;02
1102 1102,7224 SP Hex3Cer Hex3Cer 38:1;02 718 718,5910 SP SM SM 34:2;02
1101 1101,7772 SP NeuAcHexCer NeuAcHexCer 42:2;02 785 785,6529 SP SM SM 40:2;02
718 718,5910 SP SM SM 34:2;02 1155 1155,7247 SP GM3 Ganglioside GM3 (d18:0/16:0)
815 815,6944 SP SM SM 42:1;02 413 413,2662 ST ST ST 24:2;04
453 453,3703 ST ST ST 29:1;02 415 415,2819 ST ST ST 24:1;,04
497 497,3237 ST ST ST 29:3;05 447 447,2717 ST ST ST 24:1;06
473 473,3237 ST ST ST 27:1;05 487 487,2302 ST ST ST 19:2;02;GIcA
441 441,2038 ST ST ST 24:4;05
369 369,3516 ST ST ST 27:1;0
443 443,3496 ST ST ST 27:0;03
365 365,2111 ST ST ST 24:6;04
429 429,2611 ST ST ST 24:2;05
207 UN UN UN
593 UN UN UN
203 UN UN UN
517 UN UN UN




Tabela 12. Principais metabdlitos responsaveis pela segregacdo dos momentos (pré, pos, 30 min e 60 min) nos graficos S-Plot, nos quatro treinos
TA, TF, TC e TCC) do grupo obesos.

B

Pré Pré Pré P6s Po6s 30" | Pré Pré Pré P6s Poés 30" | Pré Pré Pré Pé6s Pos 30 | Pré Pré & P6s Pés 30

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
P6s 30° 60" 30" 60" 60 JP6s 30" 60" 30 60" 60 |P6s 30 60" 30" 60 60" | P6s 30 30° 60" 60
209 227 209 227 214 214 E 206 224 209 206 209 344 ] 251 203 200
268 228 214 228 215 253 290 245 423 245 216 350 | 277 225
275 305 215 305 266 259 259 266 343 343 429 294 294 384 | 279 297 231

272 269

283 311 253 311 268 268 323 353 345 485 321 353 423 | 343

327 391 301 391 270 270 361 377 537 322 360 448

336 398 309 398 317 274 434 378 538 344 423 458 316
359 406 395 406 325 283 486 393 593 345 434 478
383 409 399 409 349 302 512 457 704 458 481 482
397 442 413 442 391 371 365 399 563 461 706 502 484 494
399 451 439 451 397 397 405 603 477 714 526 531 537
405 611 516 611 521 409 427 416 668 478 743 545 630 598
412 703 567 703 565 451 | 565 679 488 754 600 654 600

499
637

421 721 611 721 595 601 | 645 504 692 | 698 505 832 608 687 615
516 758 612 758 611 692 | 702 532 377 601 635 771|705 515 834 630 683 636
521 759 664 759 642 721 | 711 648 675 718 523 867 632 705 685
573 809 703 809 747 839 | 719 625 1013 694 787 563 879 644 714 704
670 818 758 818 1125 1125| 926 479 1071 1002| 788 600 938 679 800 706
692 851 831 851 1142 1142 1107 809 1022| 795 629 971 723 869 707
700 934 1048 934 1153 1143 825 635 974 752 921 723
837 979 1109 979 1187 1153 834 707 1062 788 936 732
1000 1000 1125 1000 1187 853 718 1065 800 971 745
1011 1018 1126 1018 869 723 1093 851 974 797

| 681 |

759
813 612

919

691
774

741

1018 1097 1142 1097 749 897 739 1095 853 1045 849 729
1112 1197 1150 1197 950 783 1114 869 1049 953 747 778 1023 873
1199 1151 1199 879 1045 797 1174 890 1062 1062 803 791

1153 1195 913 1050 826 898 1078 1102 1139 1055
1168 1061 867 914 1114 1114 923 1153 1077
1169 1078 884 921 1172 1174 1057
1180 1118 898 977 1174 1102
1187 1138 914 1045 1113 1159
1182 936 1050 1128 [1199|
1153 1193 1061 1178 1161 1138
1078 1180 1163
1102 1179
1136 1199
1193
1196

Os numeros coloridos representam as massas/carga (m/z) nominais de cada metabdlitos que apareceram em mais de uma comparagéo dentro do mesmo treino,
enquanto os sem coloracdo representam metabdlitos Unicos de cada comparagdo. Os numeros em negrito estdo relacionados ao primeiro momento de cada
comparacao (linha superior). O simbolo ‘ representa minutos.
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Pré x 30 Pré x 30

Pré x Pé Pré x 50' 265 x 60° 3
PP o 0 pesx3v U 3rxer PoxPoe paiae U paew TN e
Number of elements: specific (1) or shared by 2, 3, ... lists Number of elements: specific (1) or shared by 2, 3, ... lists
I I | s e |
T T T T - - =
am 2 1 3 2 1
>

Pré x 30'

6 x 60° : Pré x Pés Pré x 60° Pés x 60°
POxPS. ooy TN i TR e * Préx 30 U pesxar 30°x60
Number of elements: specific (1) or shared by 2, 3, ... lists Number of elements: specific (1) or shared by 2, 3, ... lists
3 2 i ‘). 2 1
3 2 1 3

Figura 26. Diagramas de Venn representando os metabdlitos em comum ou Unicos nas 6 comparacdes
entre os tempos pré, pds, 30 min e 60 min do grupo obeso, nos 4 treinos. A — treino aerébio (TA), B —
treino de for¢a (TF), C — treino combinado (TC), D — treino combinado crénico (TCC). Os nameros
representam o nimero de metabdlitos em cada comparacgéo, sendo eles Unicos ou compartilhados com

0S outros momentos. O simbolo ‘ representa minutos.



78

Tabela 13. Metabdlitos em comum entre as comparacdes de tempos intra e entre treinos no grupo obesos. Os nameros coloridos representam metabdlitos comum entre os
treinos

209 Lo ipg 1000 PréxPos|Préx 30| 231 PréxpPos| 272 U3 294 509 435
ag9 PreXPOSIPI® 1018 | P6s x 30 939 Préx30 274 s63 T XPoSl 630 692 Préx P6s | Préx 30 442
516 703 374 284 ; o .| 718 800 P6sx 30" | Pés x | 1126 469
3 i , 3 P6s x 30’ | Pos x 60 , . . . ,
Pré x P6s|PG Pré x 30’ | Pré x 60’ | Pré x Pés | Pré x PGS | 60 Pré x Pés | Pré x 30’ |
521 T EXTOSIFOS g5 P6s x 30 438  Préx60 1167 834 eXTOSL g 483 713 Pré x 60'
X 60 Pré x 60
Pré x 30" | Pés x 30’ Pré x Pés | Pré x 30’ |
227 391 | PGS x 60 20 pes| 115 bre % 60 206 869 587 1124
Pré x 30" | Pré x 60’ | Pos x 30° Pré x Pos | P6s x 30’ | Pré x Pos | P6s x
228 611 " JFTe 1125 1180 : , 679 1045 X O *leoo . 423
Pés x 30’ | Pés x 60 Po6s x 60 30’ | P6s x 60 Pré x Pos | Pré x 60' Pré x P6s | Pos x 30’ |
& % 30" | Pré x 60° P6s X 60'
305 270 P6sx 60|30 x 60' | 250 osa  Prex 30 1PIXCOT | 788 praxpss| 1078 707 1001 osx
Po6s x 30
. , \ \ Pré x Pos | Pré x 30" | Pés x 30’ | Pré x 30’ | Pré x 60’ |
311 253 Préx60'|30x60° | 310 oo X TSl 200 S 6s x 60 853 34 Laoxa0 (30 x | 8% 1030 Sasx 30
398 214 415 903 ) e | 1050 458 60" 815 275
406 1125 | ess x 6o | 1462 1039 POSX60I30°X60" 0, 1102 1015 319
442 1142 PreX 30'|x o 1346 355  Posx30 |30 x60 | 1193 537 eoia0s | 20 417
759 1153 350 336 B3 704 €% 60.' X | 257 Préx 30 [Préx 60 L posx 60’ [ 30°x 60
gog Pre XX33?0,| POs 1187 368 375 Préx60'|30'x60 | 430 TIEX gg.' 706 565 994
818 409 647 _ . . 617 705 423 567 1089
Pre x 30 | Pré Pré x 60° | Pos x 60’ | Pré x 30’ |
o , 60
851 451 Pré x 33% I|ngg x 30 || 739 X 987 30" 60° 867  orxeo 192 b e posx | 403 1199
Pré x 60’ | Pés x 30’ | 60’ | 30’ x 60’
934 721 1000 328 30" 60 245 1114 439 oo a0 | Posx 3o 228
979 283 1070 548 Préx30[30x60° | 345 .. 1174 655 284
1097 gop FPréxPos|30'x60" | . Préx60 IPos g9 ’ . ’ 808 P6sx30 478 g57 45 POSX30'30° 60
x 30 Pré x 30’ | Pos x 60’ |
1197 %8 369 453 30 x 60 914 707 Préx30130°X | 357 prex30'|Pésx60° 639
Pré x P6s | P6s x 60' 60
| 30" x 60' Pré x P6s | Pré x 30 | Pré x 30’ | . N ) ) 1o .
1199 397 451 228 30 x 60 936  oecve 797 215 Préx60 |P6sx30° 254  Préx 60 |30 x 60
215 Préx60 | Pos 701 Préx60 | Pos 209 600 | 366 373 Préx 30 |30 x 60
x 60 X 60 Pré x 30" | Pés x Pré x 60 | Pés x 60"
30" | 30" x 60' ré x 60"| Ps x Pré x 30’ | Pds x 60 |
831 714 ) 723 548 595 oS
Pré x 60’ | 30 x 60
Pos x 60 4 ' PGS ,
919 971 699 PGsx30 |Posx 60 310 HréX30 |Posx30]
30’ x 60
Pré x Pés | Pré x 60’ Pré x 30" | Pré x 60’ |
974 895 | PGs x 60 659 s x 60’ | 30 x 60"
Pré x Pés | Pés x Pré x Pés | Pré x 60 |
385 o130 xe0  °77 30’ x 60"
391 Pré x Pos | Pré x 30" |

P6s x 60’ | 30" x 60’

Os numeros coloridos representam as massas/carga (m/z) nominais de cada metabdlitos que apareceram em mais de uma comparagéo entre treinos. O simbolo ‘ representa minutos.
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Tabela 14. Anotacdo dos marcadores selecionados nas trés sessdes de treino agudas (aerdbio, forca, combinado) e na sessao aguda cronica de combinado do grupo
obeso.

227 227,1430 FA FA FA 16:6 310 310,1989 FA FA CAR 8:0
228  228,2322 FA FA Myristamide 462 462,3190 FA FA CAR 18:2;0
305 305,1877 FA FA FA 17:2 346 346,3316 FA FA FA 20:0;,0
311 311,1618 FA FA FA 18:6;0 350 350,2302 FA FA 10-nitro-9E-octadecenoic acid
398 398,2666 FA FA NA 23:5;02 368 368,2431 FA FA FA 20:5;03
406 406,2354 FA FA CAR 14:2 1070 1070,3470 FA FA CoA 20:4;0
442  442,2622 FA FA Leukotriene E3 451 451,2182 FA FA 6-bromo-tricosa-5E,9Z-dienoic acid
391 391,2455 FA FA FA 21:3;03 272 272,2584 FA FA 2-amino-hexadecanoic acid
409 409,1713 FA FA 6-bromo-eicosa-5E,9Z-dienoic acid 274 274,2740 FA FA FA 16:0
451  451,2182 FA FA 6-bromo-tricosa-5E,9Z-dienoic acid 284 284,3312 FA FA 2-Methyl-(Z)-7-octadecene
397 397,2585 FA FA FA 22:4;04 209 209,1512 FA FA FA 11:0
611 611,4662 GL DG DG 32:.0 355 355,1745 FA FA FA 16:2;05
934  934,7804 GL TAG TG 57:8 336 336,3261 FA FA NA 22:2
979  979,8036 GL TAG TG 58:3 375 375,3258 FA FA FA 25:4
851 851,7123 GL TAG TG 52:6 328 328,1157 FA FA CAR 6:1;02
1000 1000,5035 GP CDP-DG CDP-DG 34:2 299 299,1430 FA FA FA 22:12
1142 1142,7296 GP CL Cl 48:2 228 228,2322 FA FA Myristamide
516 516,3085 GP LPC LPC 18:4 617 617,5139 GL DG DG 36:4
521 521,3350 GP LPE LPE 20:3 939 939,8425 GL TAG TG 58:4
759 759,5722 GP PC PC 33:3 919 919,7147 GL TAG TG 54:5
818 818,5653 GP PC PC 37:4 903 903,7489 GL TAG TG 56:8
1018 1018,7259 GP PC PC 54:12 987 987,7467 GL TAG TG 61:12
758 758,5687 GP PC PC 34:2 1000 1000,5040 GP CDP-DG CDP-DG 34:2
721 721,5490 GP PE PE 33:1 1030 1030,5530 GP CDP-DG CDP-DG 38:4
283  283,2069 PL Prenol Retinoic Acid 1167 1167,7890 GP CL CL(52:0)
692 692,5321 SP CerPE CerPE 34:2;03 420 420,2873 GP LPE LPE O-16:1
1153 1153,6861 SP GAl Ganglioside GA1 (d18:1/12:0) 548 548,2748 GP LPE LPE 22:6
1097 1097,6527 SP GM3 Ganglioside GM3 (d18:1/12:0) 438 438,2251 GP LPS LPS 13:0
1125 1125,6843 SP GM3 Ganglioside GM3 (d18:1/14:0) 831 831,5706 GP Pl-Cer IPC 34:0;04
1197 1197,7959 SP Hex(2)-HexNAc-Cer Hex(2)-HexNAc-Cer 42:2;02 567 567,5095 SP Cer Cer 34:3;03
1199 1199,8115 SP Hex(2)-HexNAc-Cer Hex(2)-HexNAc-Cer 42:1;02 647 647,5122 SP CerPE CerPE 33:1;02
1187 1187,8503 SP  Hex(2)-HexNAc-Cer Hex(2)-HexNAc-Cer 44:1;02 739 739,5164 SP CerPE CerPE 37:2;02
809  809,6507 SP SM SM 40:1;02 701 701,5586 SP CerPE CerPE 37:2;02
703  703,5745 SP SM SM 34:1;02 1153 1153,6860 SP GAl Ganglioside GA1 (d18:1/12:0)
399 399,2160 ST ST ST 24:6;05 1125 1125,6840 SP GM3 Ganglioside GM3 (d18:1/14:0)
214 UN UN UN 374 374,2067 SP SP SPBP 16:1;02
415 415,2819 ST ST ST 24:1;04
369 369,3516 ST ST ST 27:1,0
453 453,3703 ST ST ST 29:1;02
1180 UN UN UN




TC Obesos TCC Obesos
245 245,0809 FA FA FA 14:8;02 483 483,3833 FA FA FA 32:6;02
345 345,2424 FA FA FA 22:6;0 257 257,1900 FA FA FA 18:5
209 209,1512 FA FA FA 11:0 403 403,2326 FA FA FA 20:3;06
344 344,2795 FA FA CAR 12:0 439 439,353 FA FA CAR 18:3
563 563,4670 GL DG DG 32:3 357 357,2788 FA FA FA 24:6
353 353,2662 GL MG MG 16:0 385 385,3101 FA FA FA 26:6
1061 1061,8873 GL TAG TG 64:4 442 442,2622 FA FA Leukotriene E3
867 867,6831 GL TAG TG 50:3 469 469,2029 FA FA Glucosylgalactosyl hydroxylysine
898 898,7820 GL TAG TG 545 275 275,1980 FA FA FA 16:2
914 914,7283 GL TAG TG 56:11 319 319,2244 FA FA FA 18:2;0
936 936,8907 GL TAG TG 56:0 228 228,2322 FA FA Myristamide
971 971,7121 GL TAG TG 62:16 284 284,3312 FA FA 2-Methyl-(Z)-7-octadecene
921 921,7302 GL TAG TG 54:4 373 373,2585 FA FA FA 20:2;04
869 869,6984 GL TAG TG 50:2 310 310,1989 FA FA CAR 8:0
1045 1045,8560 GL TAG TG 63:5 391 391,2455 FA FA FA 21:3;03
1078 1078,8789 GL TAG TG(68:13) 587 587,4670 GL DG DG 345
853 853,7280 GL TAG TG 525 565 565,4826 GL DG DG 32:2
1062 1062,6110 GP CDP-DG CDP-DG(40:2) 417 417,2611 GL MG MG 20:4;0
478 478,3292 GP LPE LPE O-19:2 1015 1015,7151 GL TAG TG 62:13
834 834,6007 GP PC PC 40:6 895 895,7151 GL TAG TG 52:3
788 788,5551 GP PC PC 0O-36:5 1001  1001,7569 GL TAG TG 62:12
705 705,5611 GP PC PC 0-30:2 994 994,7776 GL TAG TG 62:13
800 800,52248 GP PC PC 38:9 851 851,7123 GL TAG TG 52:6
704 704,5536 GP PC PC O-31:1 1030 1030,5529 GP CDP-DG CDP-DG 38:4
706 706,5362 GP PC PC 30:0 548 548,2748 GP LPE LPE 22:6
797 797,5781 GP PC PC 36:5 639 639,5072 GP PE PE 0O-28:0
974 974,6743 GP PI Pl 43:4 677 677,4864 GP PE PE 30:2
1050 1050,7709 GP PS-Nac PS-NAc 36:1 857 857,5091 GP Pl Pl 34:2
630 630,6159 SP Cer Cer 40:0;0 609 609,5929 SP Cer Cer 38:2;02
600 600,5326 SP Cer Cer 37:2;02 567 567,5095 SP Cer Cer 34:3;,03
679 679,4829 SP CerPE CerPE 34:3;02 713 713,7201 SP Cer Cer 44:0;03
707 707,5069 SP CerPE CerPE 36:3;02 595 595,5408 SP Cer Cer 36:3;,03
723 723,5407 SP CerPE CerPE 37:2;02 692 692,5321 SP CerPE CerPE 34:2;03
1193 1193,789 SP GM3 Ganglioside GM3 (d18:0/20:0) 707 707,5069 SP CerPE CerPE 36:3;02
1114 1114,6805 SP GM3 Ganglioside GM3 (d18:1/12:0) 655 655,5173 SP CerPE CerPE 35:2;02
1102 1102,7224 SP Hex3Cer Hex3Cer 38:1;02 699 699,4788 SP CerPE CerPE 34:1;02
1174 1174,7589 SP Hex3Cer Hex3Cer 42:1;02 1199 1199,8115 SP Hex(2)-HexNAc-Cer Hex(2)-HexNAc-Cer 42:1;02
714 714,5516 SP HexCer HexCer 34:2;03 659 659,5220 SP HexCer HexCer 30:2;02
434 434,2445 SP S1P Sphingosine 1-phosphate 809 809,6507 SP SM SM 40:1;02
718 718,5910 SP SM SM 34:2;02 815 815,6944 SP SM SM 42:1;02
537 537,2330 ST ST ST 21:4;05;GIcA 366 366,1134 ST ST 2-Hydroxyestrone sulfate
423 423,1238 ST ST ST 19:2;03;S 435 435,2507 ST ST ST 23:0;05
423 423,1238 ST ST ST 19:2;03;S
455 455,1609 ST ST 15beta-hydroxycyproterone acetate
1126 UN UN UN
1124 UN UN UN
1089 UN UN UN
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Tabela 15. Principais metabdlitos responsaveis pela segregacdo dos momentos (pré, pés, 30 min e 60 min) nos graficos S-Plot, nos quatro
treinos (TA, TF, TC e TCC) do grupo diabético tipo 2 (DM2).

Pré Pré Pré Pé6s Poés '"| Pré Pré Pré Pé6s P6s 30
X X X X X X X X X X X
P6s 30° 60' 30° 60 60 |P6s 30" 60 30 60 x60

235 218 200 209 209 218 200
303 290
304

297 235 217 256 218 219
346 340
363 344

324 270 235 290 228 228
529 427 382 450

336 281 285 303 282 247
355 336 324 354 330 281
377 343 336 359 339 334
391 366 339 362 346 338
397 367 341 363 379 339
401 377 421 374 381 341
411 421 427 401 415 346
415 438 428 449 453 362
417 447 478 453 478 366
420 456 506 471 488 382
449 478 550 478 499 400
488 479 554 479 545 408
499 480 579 480 550 443
526 482 607 482 551 448
532 490 633 490 606 456
534 499 676 499 635 501 | 631
540 501 694 501 642 503 | 647 662
576 532 700 534 660 506

428
430
433

336
421
424 379 345

497 399
563 540 582 494
545 462 611

597

454 655 532 625 739 625|639 411
455 719 567 645 782 633|642 412
469 749 611 721 809 634 |W66IN 425
475 782 655 749 810 645|699 451
491 904 661 810 831 721|729 511 685
532 960 719 820 958 739 - 548
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831 805 848 891 1025]1118 1136 1045 1096 1071 1143
876 1076 1071 1003 1144 1157 1046 1112 1081
891 1161 1099 1199 1143 1199-

1159 1155

Os nameros coloridos representam as massas/carga (m/z) nominais de cada metabolitos que apareceram em mais de uma comparagao dentro
do mesmo treino, enquanto os sem coloragdo representam metabolitos Unicos de cada comparagéo. Os nimeros em negrito estéo relacionados
ao primeiro momento de cada comparacdao (linha superior).
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Figura 27. Diagramas de Venn representando os metabdlitos em comum ou Unicos nas 6
comparacdes entre os tempos pré, pés, 30 min e 60 min do grupo diabéticos tipo 2 (DM2), nos 4
treinos. A — Treino aerdbio (TA), B — treino de forca (TF), C — treino combinado (TC), D — treino
combinado crénico (TCC). Os nimeros representam o niimero de metabolitos em cada comparagéo,

sendo eles Unicos ou compartilhados com os outros momentos. O simbolo ‘ representa minutos.
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rupo DM2. Os nameros coloridos representam metaboélitos comum entre os treinos.
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Tabela 17. Anotacdo dos marcadores selecionados nas trés sessdes de treino agudas (aerébio, forca, combinado) e na sesséo aguda crénica de combinado do grupo
DM2.

——  wew T 00 0 0 00000 weowe 000

324 324.1572 FA FA CAR 8:1 235 235.2050 FA FA FA 16:2
449 449.2510 FA FA FA 23:4;05 335 335.2217 FA FA FA 20:5;02
480 480.3296 FA FA CAR 18:1;02 246 246.2427 FA FA FA 14:0
235 235.2050 FA FA FA 16:2 312 312.1934 FA FA NA 18:5;0
336 336.3261 FA FA NA 22:2 328 328.1157 FA FA CAR 6:1;02
209 209.1512 FA FA FA 11:.0 247 247.1305 FA FA FA 13:3;0
228 228.2322 FA FA Myristamide 324 324.1572 FA FA CAR 8:1
346 346.3316 FA FA FA 20:0;0 370 370.3679 FA FA FA 23:1
362 362.2114 FA FA FA 24:12 325 325.2138 FA FA FA 20:5
339 339.1778 FA FA FOH 16:3;05 / Prostaglandins 385 385.3101 FA FA FA 26:6
281 281.1747 FA FA FA 16:4;02 483 483.3833 FA FA FA 32:6;02
218 218.1387 FA FA CAR 3.0 587 587.4670 GL DG DG 34:5
607 607.4698 GL DG DG 32:0 556 556.4935 GL DG DG 30:1
534 534.2956 GP LPC LPC 16:0 555 555.4983 GL DG DG 31:0
490 490.2904 GP LPE LPE O-17:1;0 577 577.5190 GL DG DG 34:1
499 499.3507 GP LPE LPE 18:0 729 729.4855 GL DG DG 42:9
478 478.3292 GP LPE LPE O-19:2 549 549.4877 GL DG DG 32:1
501 501.2935 GP LPS LPS 0-15:1;0 923 923.7482 GL TAG TG 54:3
482 482.2877 GP PC PC 14:0 1048 1048.9171 GL TAG TG 64:7
786 786.6003 GP PC PC 36:2 871 871.7143 GL TAG TG 50:1
804 804.5537 GP PC PC 38:7 1013 1013.8532 GL TAG TG 64:9
676 676.5271 GP PC PC 0-29:1 943 943.7135 GL TAG TG 56:7
891 891.5358 GP PI Pl O-38:6 1090 1090.6394 GP CDP-DG CDP-DG(42:2)
831 831.5706 GP PI-Cer IPC 34:0;04 1117 1117.5573 GP CDP-DG CDP-DG(44:11)
456 456.1993 GP PS PS 12:.0 438 438.2251 GP LPS LPS 13:0
579 579.5459 SP Cer Cer 36:3;,02 501 501.2935 GP LPS LPS 0-15:1;0
576 576.4752 SP Cer Cer 34:1;,02 706 706.5362 GP PC PC 30:0
550 550.5194 SP Cer Cer 35:2;,02 482 482.2877 GP PC PC 14:.0
606 606.5456 SP Cer Cer 38:3,03 747 747.5623 GP PC PC 32:2
532 532.4700 SP Cer Cer 32:1,02 677 677.4864 GP PE PE 30:2
657 657.4966 SP CerPE CerPE 34:3;02 857 857.5091 GP Pl Pl 34:2
633 633.5004 SP CerPE CerPE 32:1;02 749 749.5522 SP SM SM 34:2;5
701 701.5586 SP CerPE CerPE 37:2;02 571 571.5408 SP Cer Cer 34:1,03
694 694.5616 SP HexCer HexCer 35:2;02 654 654.6159 SP Cer Cer 42:2,0
642 642.4939 SP HexCer HexCer 30:2;02 600 600.5326 SP Cer Cer 37:2;02
686 686.5533 SP HexCer HexCer 33:1;02 1163 1163.7412 SP NeuAcHex2Cer NeuAcHex2Cer 36:1;02
401 401.1725 ST ST ST 21:3;05 389 389.2686 ST ST ST 24:3;04
415 415.2819 ST ST ST 24:1;04 369 369.3516 ST ST ST 27:1;,0
488 488.2983 ST ST ST 24:1;05;G

421 421.3077 ST ST ST 27:3;02

479 479.3190 ST ST ST 28:2;0;S

453 453.3703 ST ST ST 29:1;02

341 341.1150 ST ST ST 18:4;04

506 506.2911 ST ST ST 24:1;,03;T

366 366.1134 ST ST 2-Hydroxyestrone sulfate

377 377.3203 ST ST ST 28:4;0

554 UN UN UN




TC DM2 TCC DM2
398 398.2666 FA FA NA 23:5;02 279 279.1588  FA FA FA 16:4;03
299 299.143 FA FA FA 22:12 355 355.1745 FA FA FA 16:2;05
339 339.1778 FA FA FOH 16:3;05 / Prostaglandins 485 485.2082 FA FA 12-cys-9-nitro-octadecenoic acid -
272 272.2584 FA FA 2-amino-hexadecanoic acid 219 219.1718 FA FA (2)-4-Dodecenal
336 336.3261 FA FA NA 22:2 286 286.2002 FA FA 3-hydroxyoctanoyl carnitine
328 328.1157 FA FA CAR 6:1;02 228 286.2002 FA FA 3-hydroxyoctanoyl carnitine
315 315.2294 FA FA FA 19:3 325 325.2138 FA FA FA 20:5
451 451.2182 FA FA 6-bromo-tricosa-5E,9Z-dienoic acid | 314 314.2326 FA FA CAR 10:1
230 230.1387 FA FA CAR 4:1 209 209.1512 FA FA FA 11:0
469 469.2029 FA FA Glucosylgalactosyl hydroxylysine 409 409.1713 FA FA 6-bromo-eicosa-5E,9Z-dienoic acid
228 228.2322 FA FA Myristamide 247 247.1305 FA FA FA 13:3;0
611 611.4662 GL DG DG 32:0 259 259.1693 FA FA FA 17:6
617 617.5139 GL DG DG 36:4 611 611.4662 GL DG DG 32:0
505 505.4251 GL DG DG 29:2 617 617.5139 GL DG DG 36:4
958 958.7905 GL TAG TG 59:10 565 565.4826  GL DG DG 32:2
1045  1045.856 GL TAG TG 63:5 810 810.6012 GP PC PC 38:4
904 904.744 GL TAG TG 55:9 696 696.4652 GP PE PE 33:5
960 960.7926 GL TAG TG 59:9 677 677.4864 GP PE PE 30:2
1169 1169.7393 GP CL CL 54:6 576 576.4752 SP Cer Cer 34:1;,02
430 430.2776 GP LPC LysoPC(10:0/0:0) 567 567.5095 SP Cer Cer 34:3;,03
810 810.6012 GP PC PC 38:4 614 614.5483 SP Cer Cer 38:2;02
782 782.5686 GP PC PC 36:4 661 661.5279 SP CerPE CerPE 34:1;02
719 719.5733 GP PE PE O-34:2 1118 1118.7925 SP Hex3Cer Hex3Cer 42:1;02
721 721.5490 GP PE PE 33:1 1057 1057.6548 SP  NeuAcHexCer NeuAcHexCer 36:1;02
889 889.4990 GP PG PG 44:12 749 749.5522 SP SM SM 34:2;5
532 532.4700 SP Cer Cer 32:1;,02 413 413.2662 ST ST ST 24:2;04
538 548.5013 SP Cer Cer 33:0;02 447 4472717 ST ST ST 24:1;06
579 579.5459 SP Cer Cer 36:3;02 441 441.2038 ST ST ST 24:4;05
625 625.5878 SP Cer Cer 38:2;03 459 459.3445 ST ST ST 27:0;04
622 622.5381 SP Cer Cer 36:0;04 1189 UN UN UN
655 655.5173 SP CerPE CerPE 35:2;02 342 UN UN UN
661 661.5279 SP CerPE CerPE 34:1;02
739 739.5164 SP CerPE CerPE 37:2;02
645 645.4966 SP CerPE CerPE 33:2;02
1155  1155.7247 SP GM3 Ganglioside GM3 (d18:0/16:0)
820 820.6273 SP HexCer HexCer 40:2;,03
831 831.5706 SP PI-Cer IPC 34:0;04
749 749.5522 SP SM SM 34:2;5
809 809.6507 SP SM SM 40:1;02
455 455.1609 ST ST 15beta-hydroxycyproterone acetate
453 453.3703 ST ST ST 29:1;02
435 435.2507 ST ST ST 23:0;05
529 5293290 ST ST 1a|pha,25-dihydroxy—2b_eta—(3—

hydroxypropoxy)vitamin D3

366 366.1134 ST ST 2-Hydroxyestrone sulfate
454 UN UN
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6. DISCUSSAO

Este estudo teve dois principais objetivos: analisar as respostas agudas ao TA, TF
e TC e as respostas cronicas ao treinamento combinado (TCC) no metabolismo de individuos
eutréficos, obesos e com diabetes tipo 2, utilizando a abordagem lipidémica.
Secundariamente, também foram analisadas as variaveis antropométricas, composicao
corporal, marcadores bioquimicos e funcionais para relaciona-las as mudancas no perfil
lipiddmico. As hipéteses inicialmente levantadas foram parcialmente confirmadas, pois o TC
cronico alterou as espécies lipidicas nos 3 grupos, e as sessfes agudas de TA, TF e TC
apresentaram diferentes respostas metabdlicas em cada grupo, confirmando o esperado.
Porém, em relacdo a combinagéo das respostas metabdlicas do TA e TF no TC, apenas o
grupo eutréfico e DM2 confirmaram a hipétese inicial, jA 0 grupo obeso apresentou uma
concorréncia metabdlica. Em relagdo a composi¢ao corporal, todos 0s grupos aumentaram a
massa magra e diminuiram a massa gorda, mesmo sem alteracdes no peso corporal ou IMC.
Além disso, as circunferéncias também apresentaram reduc¢des significativas. Com esse tipo
de treino, esperavamos que essa recomposi¢cdo corporal acontecesse, mesmo sem

mudancgas ou intervencdes nos habitos alimentares.

A avaliag&o alimentar nos mostra alguns dados interessantes, como por exemplo
de que o grupo eutréfico ingeriu em média a mesma quantidade de calorias, carboidratos e
gorduras do grupo obeso. Olhando na Tabela 1, vemos que o grupo eutréfico possui em média
10% a mais de massa magra em sua composi¢ao corporal, comparado ao grupo obeso. Isso
talvez possa contribuir para uma maior taxa metabdlica basal, fazendo com que eles gastem
mais energia ao longo do dia (MULLER; ENDERLE; BOSY-WESTPHAL, 2016). Observamos
também que o grupo eutréfico antes do projeto fazia em média 115,5 + 56,2 minutos de
atividade fisica por semana contra apenas 86,7 + 50,8 do grupo obeso, dessa forma, por
serem mais ativos, também possuiam um gasto energético maior. Um outro ponto que néo foi
verificado seria em relacdo ao gasto energético total durante o dia, no qual a profissdo desses
voluntarios e suas atividades diarias provavelmente influenciaram nesse balanco energético.
Um ultimo fator que poderia ser levado em consideracado é o sub-relato que esse grupo obeso
pode ter feito nos recordatérios alimentares. Uma revisao sistematica de 2019 indicou que
pessoas com IMC maior do que 30 tem mais chances de sub-relatar o que comem em
comparacao a pessoas hao obesas, podendo ser intencional ou mesmo nao intencional, pois
pessoas obesas em geral possuem a mania de “beliscar o dia todo”, podem esquecer de
relatar alguns desses alimentos que certamente sdo ricos em calorias (WEHLING; LUSHER,
2019). Um outro estudo também comparou a utilizacdo de recordatorios alimentares e agua
marcada, sendo observada uma subnotificacdo proxima de 30% em obesos (SCAGLIUSI,

LANCHA, 2005). Portanto, acredita-se que o grupo obeso tenha subnotificado sua ingestéo
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alimentar nos recordatérios, principalmente porque o grupo DM2 apresentou diferenca
significativa no consumo de carboidratos e calorias totais em relacdo aos outros 2 grupos,

mesmo com menor IMC e % massa gorda que o grupo obeso.

Um segundo resultado preocupante observado na avaliacdo alimentar foi o
excesso de ingestdo de carboidratos pelo grupo DM2. Muitos dos voluntarios apresentavam
um descontrole glicémico antes de iniciar o projeto, mesmo fazendo a utilizacdo dos
medicamentos (metformina) para o controle da doenca. Ao final do projeto eles tiveram uma
reducdo da glicemia, insulina, HOMA-IR e hemoglobina glicada, como observado na Tabela
2, 0 que aponta para um efeito do exercicio, uma vez que a dieta com alto teor de carboidratos
foi mantida. Isso mostra a importancia da inclusdo de nutricionistas para ajustar a dieta dessas
pessoas no SUS, uma vez que a maioria desses voluntarios utilizavam o SUS para ter seus

medicamentos e acompanhamento.

As variaveis bioquimicas nos mostram que o grupo eutréfico, apesar de ser
considerado saudavel pelo IMC, possui um nivel de CT e LDL igual ao do grupo obeso e
superior ao grupo diabético, o que evidencia que apenas peso nao nos mostra se uma pessoa
€ saudavel ou ndo. Em relacdo a comparacao pré x pos-treino, nao observamos nenhuma
mudancga significativa. Ja o grupo obeso apresentou uma redugéo significativa na insulina,
TG, CT e HOMA-IR (Tabela 1). Outro dado interessante na Tabela 1 é a concentracdo de
insulina no grupo obeso, o qual apresentou valores maiores comparados ndo apenas aos
eutroficos, mas também aos diabéticos, que ja possuem uma condigédo de resisténcia cronica
e tomavam medicamentos hipoglicemiantes. Concentragfes elevadas de insulina plasmatica
em individuos obesos ja foram relatadas estar mais relacionadas a adiposidade e altas
concentracdes de FAs circulantes do que apenas RI (VAN VLIET et al., 2020). Ja o grupo
DM2 apresentou reducdo significativa na glicemia em jejum e hemoglobina glicada, o que
contribuiu para a diminuicdo do HOMA, j& que n&o houve diferenca na insulina. Essa reducéo
na glicemia foi causada pelo exercicio fisico, cujo mecanismo de translocacao do Glut-4 ja foi
explicado anteriormente (FLORES-OPAZO; MCGEE; HARGREAVES, 2020).

Os dados de VO.max e 1RM mostram que todos 0s grupos apresentaram
aumentos significativos nos pés-treino, mostrando que o treino foi eficiente para melhorar
tanto a aptiddo aerdbia como a for¢ca muscular. Observando os dados pré, vemos que apesar
dos 3 grupos serem sedentarios e de meia idade, o grupo eutréfico possui valores de VO.max
maiores do que obesos e DM2, o que corrobora com um artigo que mostra que o VO,max tem
uma associacdo negativa com massa gorda e uma forte associacdo positiva com a massa
magra (VARGAS et al., 2018).
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6.1. Comparacdo metabolica basal dos 3 grupos

Os resultados obtidos na comparagéo dos 3 grupos mostraram diferentes classes
e espécies de lipidios sendo as mais importantes na segregacao dos grupos. Na Figura 28A
podemos observar a distribuicdo das principais classes de lipidios, sendo a maior os SP
(26%), seguidos de GL (22%), GP (22%), FA (19%) e ST (7%). Ja na Figura 28B, observamos

as principais espécies dentro de cada classe.

A EUTROFICOS X OBESOS X DM2 B
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Figura 28. Representacao das classes de lipidios e espécies na comparagédo basal dos 3 grupos. A -
Distribuicdo em porcentagem das classes de lipidios. B — Representagdo das principais espécies de

lipidios dentro das classes.

Dentre esses metabdlitos, a Tabela 5 nos mostra qual est4 associado com cada
grupo e é possivel observar que o grupo eutréfico possui mais GPs (PC e PE), seguido por
SP (HexCer e Hex2Cer). O grupo obeso apresentou espécies de GLs (TAGSs), seguido por
GP (PC e CL) e SP (NeuAcHex2Cer e SM). Ja o grupo DM2 apresentou a maior diversidade
de classes, sendo a maioria FAs, seguido por SP (gangliosideos GM3, CerPE e asialo GM2)
e STs. O grupo obeso possui a maior quantidade de massa gorda em relagdo aos outros
grupos, portanto esse maior numero de TAGs era esperado ja que a forma mais comum de
estoque de acidos graxos € na forma de TAG, consistindo de uma molécula de glicerol ligada
a 3 acidos graxos esterificados. Os adipécitos estocam um grande nimero de TAGs, mas
apesar da grande capacidade de estoque no tecido adiposo, quando excedida em casos de
obesidade ou lipodistrofias, causa um acumulo ectdpico em outros tecidos como figado,
musculo, coracao, pancreas, levando a doenca hepéatica ndo alcodlica (NAFLD) e Rl (WANG,
Huan; AIROLA; REUE, 2017).
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Os TAGs ndo sao considerados moléculas sinalizadoras, mas sabe-se que 0s
lipidios produzidos a partir de sua sintese e degradacdo, como FAs, DAGs e Cers, podem
contribuir para o desenvolvimento de RI, uma vez que causam disfuncBes na via de
sinalizacdo de insulina. O aumento da lipdlise e liberacdo de acidos graxos na corrente
sanguinea estimula a sintese de TAG no figado, causando estresse no reticulo
endoplasmatico e estimulando a via inflamatéria JNK (AL-SULAITI et al.,, 2018). O
esfingolipidio NeuAcHex2Cer é um gangliosideo da familia do GM3, considerado uma
molécula pré-inflamatéria, associada com obesidade e inflamagéo crbnica, uma vez que a
expressao desses gangliosideos nos adipdécitos é estimulada por citocinas inflamatoérias como
TNF-a e IL-1B produzidos a partir da infiltracdo de macréfagos nos tecidos (INOKUCHI;
KANOH, 2022).

O grupo DM2 apresentou FAs como seus principais metabdlitos na diferenciacéo
dos grupos, seguido por SPs e STs. O metabolismo de FAs é afetado por varios fatores como
idade, sexo, estado de salde, fatores epigenéticos e genéticos. A Rl causa uma alteracéo
nas concentracdes de FAs na circulagédo, pois em condigdes normais, a insulina se liga ao
receptor e inativa a enzima hormonio lipase sensivel (HSL) que promove a hidrélise de TAGs,
liberando FAs e glicerol na corrente sanguinea. Quando ha RI, ocorre um aumento na
atividade da HSL, liberando mais acidos graxos na corrente sanguinea, o que pode induzir a
inflamacdo e disfuncdo endotelial (SHETTY; KUMARI, 2021). O mecanismo pelo qual o
excesso de FAs causa RI ocorre devido ao acumulo intracelular de DAGs e ROS, que vao
ativar a proteina quinase C, promovendo a ativagdo de serinas/treonina quinases que iréo
reduzir a fosforilacdo da tirosina no receptor de insulina (IRS 1 e 2), comprometendo a via da
IRS/fosfoinositol 3 quinase (PI3K), envolvida na sinalizagédo da insulina, induzindo um estado
de RI (SHETTY; KUMARI, 2021).

Além dos FAs, observamos os SPs ceramidas e gangliosideos em voluntarios
DM2. As Cers podem ser sintetizadas através de trés vias diferentes, a via de novo, que
combina serina e palmitoil-CoA no RE; a via de salvamento (salvage), que consiste na quebra
de SM ou glicoesfingolipidios e a terceira é a via da esfingomielinase, onde ocorre a converséo
de SMs em Cers nas membranas celulares (CARRARD; GALLART-AYALA,; et al., 2021). As
ceramidas de membranas biologicas sdo responsaveis por estabelecer a estrutura da
membrana celular e modular a distribuicdo de receptores e moléculas sinalizadoras. Eles
afetam as vias de sinalizagdo celular que medeiam o crescimento, proliferagdo, motilidade,
adesdo, diferenciacdo, senescéncia e apoptose (MANDAL et al., 2021). Cers podem ser
transformadas em SPs complexos e moléculas de sinalizacdo, como ceramida-1-fosfato

(C1P), SM ou glicoesfingolipidios no aparelho de Golgi. Podem ser acilados formando
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acilceramidas (HexCer, Hex2Cer, Hex3Cer, AHexCer), que se acumulam em goticulas
lipidicas intracelulares (CARRARD et al., 2021).

Cers atuam como antagonistas na sinaliza¢cédo da insulina, inibindo a cascata de
transducao de sinal através da inibicdo da PI3K, blogueando a ativacdo da enzima anabdlica
Akt/PKB. Assim, ocorre uma interferéncia na captacdo de glicose, prejudicando o
armazenamento de glicogénio ou TAG, ativando a proteina fosfatase 2A (PP2A) e citocinas
pré-inflamatérias. Além disso, esses esfingolipidios também atrapalham o metabolismo
lipidico, principalmente no figado, inibindo a oxidag&o e estimulando a absorcdo de FAs
(CHAURASIA; SUMMERS, 2015).

Alguns pesquisadores investigam a relacdo entre espécies moleculares de SPs
no soro e plasma de pessoas com comorbidades como obesidade, RI, esteatose hepética,
aterosclerose e risco cardiometabdlico. Foram encontradas concentracdes elevadas de SM,
Cer e esfingosina em pacientes com DM2, obesidade e RI quando comparados a seus
controles saudaveis. Assim, a presenca de SPs na circulacdo pode ser considerada um
potente biomarcador de risco para o desenvolvimento de DM2 (STIBAN; ROLES; LIPIDS,
2019). A Figura 29 traz um resumo dos principais mecanismos envolvendo as espécies de

lipidios identificadas e suas relagfes com a obesidade e DM2.
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Figura 29. Resumo de alguns mecanismos envolvendo as espécies lipidicas relacionadas a obesidade
e diabetes tipo 2 encontradas na comparacdo entre os 3 grupos. As espécies de lipidios em azul
representam glicerolipidios e acidos graxos, os vermelhos sdo esfingolipidios. Criada utilizando o

BioRender.

6.2. Alterac8es Lipidicas Crénicas Promovidas pelo Treinamento Combinado

O TC foi eficaz para alterar a composi¢céo corporal dos 3 grupos, assim como
melhorar o VO,méx e forga muscular como visto anteriormente. Na Figura 30 podemos ver as
principais classes de lipidios alteradas em cada grupo e a distribuicdo das espécies de lipidios
dentro das classes. Os trés grupos apresentaram a classe de GLs em maior proporgdo, sendo
os TAGs a principal espécie alterada. Ao contrario do esperado, varias espécies de TAGs com
cadeias longas e insaturadas aumentaram na circulagéo ao invés de reduzir pés treinamento,
como pode ser observado nas Tabelas 6, 7 e 8. Nao ha na literatura trabalhos com intervencéo
cronica de exercicio mostrando esse aumento de TAGs com cadeias poli-insaturadas, porém
sabe-se que o exercicio fisico é capaz de alterar enzimas de dessaturase e elongase,
induzindo ao aumento de &cidos graxos insaturados e reduzindo os saturados (NONO
NANKAM et al., 2020). Além disso, 0 excesso de acidos graxos livres na corrente sanguinea,
decorrente da alta atividade lipolitica visceral em individuos obesos, por exemplo, causam
diversos maleficios como lipotoxicidade, aumento de ROS, RI, entre outros (MIKA, A
SLEDZINSKI, 2017), sendo assim, talvez esse aumento de TAGs poli-insaturados possa ser
um mecanismo protetor do exercicio, evitando o excesso de FAs na corrente sanguinea em

repouso.

A segunda maior classe de lipidios alterada pelo exercicio nos grupos foram os
FAs e SPs. Nos eutréficos e diabéticos a proporcdo de FAs e SPs foi igual, sendo 20% e 24%
respectivamente. J& no grupo obeso, os SPs tiveram 27% e os FAs 19% do total. Dentro dos
SPs observamos as principais espécies sendo Cer, CerP, CerPE, GM3, SM, HexCer,
Hex2Cer. As Cers tém associacdo com inflamacédo, onde algumas citocinas pré-inflamatérias
(TNF-a) podem aumentar a sintese de ceramidas, causando disfun¢gdées mitocondriais, o que
inibe o consumo de oxigénio nos complexos da cadeia de transporte de elétrons, diminuindo
potencial de membrana, levando a uma diminuicdo na producéo de ATP através da utilizacdo
de acidos graxos. Esses metabdlitos também tém papel importante na producgéo de radicais
livres, processos apoptéticos e modulacdo da expressado de genes (FIELD; GORDILLO;
SCHERER, 2020). Altas concentracbes de ceramidas foram relacionados a um
comprometimento na sinalizagdo da insulina, que pode ser causado por diferentes
mecanismos, incluindo inflamacéo, estresse do RE e estresse oxidativo. Por esse motivo,

concentracdes reduzidas de Cers podem melhorar a sinalizagdo da insulina, aumentando a
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sensibilidade a insulina e reduzindo a Rl (FIELD; GORDILLO; SCHERER, 2020).
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Figura 30. Representagéo das classes de lipidios e espécies na compara¢éo controle x treino dos 3
grupos. A, B e C - Distribuicdo em porcentagem das classes de lipidios. D, E e F — Representagdo das
principais espécies de lipidios dentro das classes. A e D — grupo eutrdfico, B e E — grupo obeso, C e F

— grupo DM2.

A prética de exercicio fisico regular tem um conhecido efeito anti-inflamatério,
reduzindo as citocinas pro-inflamatérias circulantes como IL-1, IL-6, TNF-q, e liberando anti-
inflamatorias como IL-4, IL-10 (METSIOS; MOE; KITAS, 2020), o que contribui para reduzir a
sintese de Cer. Para prevenir ou reverter a obesidade e a disfuncdo metabdlica associada a
obesidade, o exercicio induz a liberacdo de moléculas circulantes, como miocinas,
hepatocinas, osteocinas, citocinas imunes e adipocinas que regulam as vias metabdlicas e a
comunicacdo tecido a tecido por meio de efeitos autdcrinos, paracrinos e enddécrinos
(GONZALEZ-GIL; ELIZONDO-MONTEMAYOR, 2020). O exercicio aumenta o gasto
energético e utiliza FAs como substrato metabdlico, diminuindo as concentracdes sanguineas
em individuos treinados e melhorando a sinalizacao da insulina, reduzindo a RI. Observamos
na Figura 3 e Tabelas 6 a 8 que os 3 grupos reduziram algumas espécies de FA

(especialmente o grupo DM2).

Outro lipidio interessante que foi detectado é o gangliosideo GM3, um
glicoesfingolipidio presente nas membranas plasmaticas, mediador da Rl. O GM3 é conhecido
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por causar modulacdo negativa da sinalizac&o do receptor de insulina, afetando a cinética de
difusdo dos receptores de insulina nas membranas plasmaticas e regulando a transducao de
sinal. Além disso, a sinalizacdo da insulina é restaurada quando a biossintese de GM3 é
inibida (SATO et al., 2008). As espécies séricas de gangliosideos GM3 podem ter efeito tanto
pré como anti-inflamatério, dependendo de sua cadeia acil. Os de cadeia longa (LCFA - 16:0
e 18:0) possuem papel anti-inflamatério, enquanto cadeias muito longas (VLFA - 22:0, 23:0,
24:0 e h24:0) estédo relacionadas a inflamacao e sindrome metabdlica (INOKUCHI; KANOH,
2022). Espécies VLFCA de GM3 (22:0, 24:0 e h24:0) ja foram reportadas como responsaveis
pela producédo de citocinas proé-inflamatoérias mediadas por lipopolissacarideos (LPS) como IL-
6 e TNF-a. Ja as espécies de LCFA (16:0, 18:0) inibiram a producéo de citocinas mediada por
LPS (KANOH et al., 2020). Podemos observar na Tabela 8 um aumento do gangliosideo GM3
(d18:0/20:0) no grupo DM2 treinado, corroborando com o efeito anti-inflamatdrio do exercicio,

reduzindo a inflamacé&o nesses voluntérios.

Outras espécies de esfingolipidios como SM, HexCer, Hex2Cer, Hex3Cer podem
estar relacionadas ao risco de desenvolver RI, disfuncdo endotelial e aterosclerose,
relacionadas a doencas cardiometabolicas (CHEW et al., 2019). O SM ¢ o esfingolipidio mais
abundante no plasma e nos tecidos, e concentracdes elevadas tém sido correlacionadas com
colesterol e doengas cardiovasculares em humanos na literatura (MATANES; TWAL;
HAMMAD, 2019). Os SM regulam a hidrélise dos pools de PC das lipoproteinas VLDL, LDL e
HDL pela lipase hepatica (HL), e a deple¢éo de SM estimula a hidrolise de PCs e TAGs, sendo
considerado um inibidor de HL (HANNUN; OBEID, 2017).

Uma associacdo positiva entre Hex2Cer e a citocina anti-inflamatoria IL-10 foi
reportada por Mousa e colaboradores, independente de idade, sexo ou massa gorda . Esse
glicoesfingolipidio medeia a sintese de colesterol e ja foi reportado em menores
concentracdes em condigBes associadas a inflamagéo crénica de baixo grau, como obesidade
e DM2 (MOUSA et al., 2019). Observando as Tabelas 6 a 8, percebemos que os 3 grupos
aumentaram a intensidade do Hex2Cer apés TC, corroborando com o estudo citado
anteriormente. Provavelmente isso se deu pela acéo anti-inflamatéria do exercicio, que foi

capaz de reverter esse quadro inflamatério e elevar as concentracfes séricas do Hex2Cer.

Em relacdo aos FAs, os trés grupos apresentaram espécies com maiores
intensidades no grupo treino, mas também apresentaram espécies que reduziram a
intensidade p6s TC, especialmente cadeias longas e insaturadas. Os FAs estao associados
a sindrome metabdlica, obesidade, Rl e DM2, todos fatores de risco para DCV. As
concentracdes plasmaticas de FA estdo relacionadas ndo apenas a ingestdo deles, mas
também ao equilibrio entre a sintese, o armazenamento em forma de TAG e a lipdlise.

Individuos saudaveis tém o metabolismo do FA regulado, sendo o FA armazenado
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eficientemente na forma de TAGs nos adipécitos e constituintes de todas as membranas
celulares (glicerofosfolipidios). Quando a concentracéo nos adipdécitos ultrapassa seu limiar,
os FAs se acumulam como goticulas lipidicas nos érgdos de outras células, causando
lipotoxicidade e produzindo citocinas proé-inflamatérias, levando a um estado inflamatério
(SOBCZAK; BLINDAUER; STEWART, 2019).

O aumento da adiposidade leva ao aumento de FA no sangue, especialmente
vindo dos depoésitos de gordura visceral, que sédo altamente lipoliticos, liberando FA na
corrente sanguinea. Altas concentracbes de FA inibem a acdo antilipolitica da insulina,
aumentando a taxa de liberacdo de acidos graxos livres na corrente sanguinea, levando a um
estado de RI. O mecanismo pelo qual os FAs induzem a Rl ocorre em parte devido ao acumulo
intracelular de TAGs e DAGSs. A ativagao de serinas/treonina quinases reduz a fosforilacdo da
tirosina no receptor de insulina (IRS 1 e 2), comprometendo a via IRS/PI3K, envolvida na
sinalizacdo da insulina, induzindo um estado de RI (FRYK et al., 2021). Além disso, os FAs
geram ROS, principalmente pela ativacdo da NADPH oxidase via proteina quinase C (PKC),
levando a um evento de estresse oxidativo (FORRESTER et al., 2018).

Os FAs desempenham um papel fundamental no fornecimento de energia para o
metabolismo durante o exercicio fisico, onde ha aumento da demanda energética. Entretanto,
a contribuicdo energética da oxidagéo de glicose ou gordura dependera da disponibilidade de
substrato (estado prandial), intensidade do exercicio e estado de treinamento. A cinética de
liberacdo de FA do tecido adiposo depende de sua estrutura molecular, sendo que a
mobilizacdo aumenta com o grau de insaturagdo e a oxidag&o ocorre mais rapidamente, em
comparagdo com FA saturado. Assim, pode-se considerar que a composicdo de FAs nos
adipdcitos é tdo importante quanto a quantidade (SEARS; PERRY, 2015).

A classe dos GPs apareceu na mesma proporcao em eutroficos e obesos (14%),
porém, em menor quantidade no grupo DM2 (6%). Observamos que entre as espécies de
GPs alteradas no grupo eutréfico esta a lisofosfatidilcolina (LPC), em especifico a LPC 16:0
que aumentou a intensidade pdés TC. As LPCs circulantes séo derivadas de PC e geradas
pela lipase endotelial e pela lecitina colesterol aciltransferase (LCAT). A LPC 16:0 foi
recentemente reportada por estimular a captacdo de glicose em adipécitos, independente da
sinalizagéo da insulina. Assim como a infusdo de LPC 16:0 reduziu as concentracdes de
glicose no sangue de camundongos normais e camundongos com diabetes tipo 1 e 2 (MOUSA
et al., 2019). Nosso estudo corrobora com a literatura, a qual mostrou um aumento da LPC
16:0 e outras LPCs no soro de homens que realizam um treinamento aerébio por 10 semanas
(FELDER et al., 2017). Outro trabalho também mostrou uma associacao positiva entre LPCs
e aptidao cardiorrespiratoria (CARRARD; GUERINI; et al., 2021). Sendo assim, confirmamos

que esse aumento foi benéfico para o grupo eutréfico e provavelmente esta relacionado ao
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componente aerdbio do TC.

Outra espécie que também apresentou um aumento pés TC foi a
lisofosfatidiletanolamina (LPE), o qual € um lisofosfolipidio reconhecido como molécula
sinalizadora intercelular. Esse achado corrobora com uma pesquisa realizada com ratos, na
gual também observaram um aumento de LPE com o exercicio, o qual pode contribui para
equilibrar a biossintese do PE e reverter a disfuncéo mitocondrial (MONTERO-BULLON et al.,
2019). As espécies de PE também apresentaram um aumento no grupo obeso, corroborando
com um trabalho com mulheres obesas que realizaram treinamento combinado de 12
semanas e viram aumento de espécies poli-insaturadas de PE no musculo esquelético
(MENDHAM et al., 2021). Além dos PCs, os PEs séo os glicerofosfolipidios mais abundantes
nas membranas mitocondriais. A relacdo PC:PE esta associada a mobilizacéo lipidica do
musculo esquelético e & menor sensibilidade a insulina em homens com sobrepeso (FUNAI
et al., 2016). Esse estudo de Mendham e colaboradores mostrou que o aumento de PCs e
PEs foi associado a alteragBes na funcdo mitocondrial. Cadeias de &cidos graxos poli-
insaturados em fosfolipidios aumentam a permeabilidade e fluidez da membrana celular,
podendo ter repercussdes diretas na funcdo mitocondrial e na sensibilidade a insulina
(MENDHAM et al., 2021). Além desses beneficios, a suplementacdo de PE pode causar
efeitos antioxidantes e antienvelhecimento, ja demonstrados através de mecanismos
relacionados a hormese (conjunto de respostas adaptativas a desafios, através das quais o
sistema melhora as suas funcionalidades e/ou a tolerancia a desafios mais severos, de maior
dimenséo) e reducdo da sinalizacdo a insulina/IGF-1 em C. elegans (PARK; KIM; PARK,
2021). O exercicio foi capaz de aumentar as concentracdes de PE em individuos obesos, o
que pode ser extremamente positivo, jA& que essa populacdo possui um processo de

envelhecimento acelerado por conta da imunossenescéncia (SHIRAKAWA; SANO, 2021).

Por fim, a classe dos lipidios esteréis aparece em menor propor¢ao nos 3 grupos.
Entre esses esterdéis, temos os &cidos biliares, os quais sdo moléculas sinalizadoras que
regulam o metabolismo e a inflamacgé&o por meio do receptor nuclear farneséide X (FXR) e do
receptor 5 acoplado a proteina Takeda G (TGR5). Esses receptores ativam cascatas de
sinalizacdo que controlam a expressdo génica e atividade dos acidos biliares, metabolismo
de carboidratos, gasto energético e inflamacéo por atuar predominantemente ndo apenas em
tecidos, mas também em o6rgéos periféricos (CHAVEZ-TALAVERA et al., 2017). Distrbios
metabdlicos inflamatérios, como obesidade e DM2 estdo associados a alteracbes no
metabolismo de acidos biliares, uma vez que a inflamacgéo crénica modula o metabolismo
hepatico desses acidos biliares, aumentando a concentracédo total em pacientes obesos e
diabéticos (CHAVEZ-TALAVERA et al., 2017). Podemos observar que os 3 grupos reduziram

algumas espécies de ST, isso pode ser devido ao papel anti-inflamatorio do exercicio.
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Apesar dos 3 grupos apresentarem diferengas basais em seu lipidoma, como
observado na Figura 8, podemos notar na Figura 31, que o TC promoveu alteragbes
(aumentos e diminuigdes) semelhantes em 7 espécies de lipidios (FA, ST, DG, Cer, SM, TAG,
Hex2Cer) entre os 3 grupos. Além disso, foram encontradas alteracdes em lipidios comuns
entre 0s grupos eutrofico e obesos (FA 22:12, Hex2Cer 42:0;02, FA 19:3, TG 62:12, ST
24:4;05), obesos e DM2 (TG 62:13, TG 64:16, Hex2Cer 42:2;02, FA 20:6) e entre eutrdéficos
e DM2 (CDP-DG(43:2)). Isso nos confirma que apesar da individualidade biolégica e as
diferencas no metaboloma de cada grupo, o exercicio os beneficiou promovendo alteracdes

metabdlicas comuns entre eles.
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Figura 31. Diagrama de Venn mostrando as principais classes e espécies lipidicas
em comum entre as comparacdes controle x treino dos trés grupos. A — Espécies
de lipidios em comum, B — metabdlitos especificos em comum.

Sendo assim, mais uma evidéncia de que todos podem e devem se exercitar, ndo
importando a sua condi¢do basal. A Figura 32 traz um resumo das principais alteracdes
promovidas no metabolismo pelo TC.
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Figura 32. Resumo das principais altera¢cdes metabdlicas causadas pelo TC. As setas em vermelho
representam as direcdes e as relagfes entre os eventos. J4 as setas em preto significam aumento (1)
ou diminuigdo (). As espécies de lipidios em azul representam glicerolipidios, em amarelo os acidos

graxos, os vermelhos sao esfingolipidios e os roxos glicerofosfolipidios. Criada utilizando o BioRender.

6.3. AlteracOes Lipidicas Agudas

As sessbes agudas de TA, TF e TC, assim como a sessdo TCC, promoveram
diferentes respostas metabdlicas entre os grupos e momentos como observamos nas Figuras
13 a 24. Para facilitar a compreensdo dessas alteracdes e tentar encontrar semelhancas e
diferencas entre treinos e entre grupos, as Figuras 33 a 36 foram elaboradas a seguir. A Figura
33 traz o resumo das principais classes das espécies de lipidios alteradas nas sessdes agudas
nos 3 grupos. Em um primeiro momento observando a distribuicdo das classes, podemos
confirmar que as diferentes sessdes de treinos promoveram alteracdes em diferentes classes

de lipidios.
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Figura 33. Distribuicdo em porcentagem das classes de lipidios alteradas nas diferentes sessdes agudas nos grupos
eutréfico, obesos e DM2. A, B, C e D — Sessdes aerobio, forca, combinado e combinado crénico, respectivamente, do grupo
eutréfico. E, F, G e H—- mesma ordem das sessdes agudas no grupo obeso. |, J, K, L — mesma ordem das sessdes agudas

n grupo DM2.

6.3.1. Alteracdes lipidicas agudas TA, TF e TC em cada grupo

Observando os graficos do grupo eutréfico (A, B, C, D) da Figura 33, é possivel
notar que o TA parece ter mobilizado mais GPs (33%) e SPs (27%) em comparacdo ao TF,
TC e TCC. Entre esses GPs estdo LPC, LPE, PCs e PEs. O LPC 16:0 aumentou apés a
sessao aerdbia, confirmando as informacdes acimas discutidas, indicando que ele pode ser
considerado um marcador da aptidao cardiorrespiratéria (CARRARD; GUERINI; et al., 2021).
O LPE também apareceu aumentado pés TA e TC e, como ja discutido, pode contribuir para
reverter a disfuncao mitocondrial (MONTERO-BULLON et al., 2019). Essa mesma espécie de
LPE 18:0 apareceu na sessao aer6bia do grupo DM2, que provavelmente tem uma maior
disfungcdo mitocondrial, comparado ao grupo eutréfico. As espécies de PC e PE, sendo a



99

maioria poli-insaturadas, apareceram em todos o0s treinos e podem ter relacdo com o estudo
previamente citado, de que essas cadeias podem aumentar a permeabilidade e fluidez da
membrana celular e ter repercussdes diretas na funcdo mitocondrial e na sensibilidade a
insulina (MENDHAM et al., 2021). Nao foi medida a sensibilidade a insulina apés a sesséo,
mas acredita-se que todas as sessdes promoveram uma melhora pelas alteracdes lipidicas

apresentadas.

Entre os SPs e as espécies mais alteradas foram CerPEs, HexCer, Hex3Cer, GM3
e SM. Mas também é possivel notar espécies de Cer e todos esses lipidios em todos os treinos
do grupo eutréfico. A maioria das espécies de SMs foram reduzindo a intensidade apos a
sessao de TA, o que pode ser um bom indicativo de melhora da sensibilidade a insulina, pois
ja foi publicado que a reducéo de espécies de SM podem melhorar a sensibilidade a insulina
(CHANG et al., 2019). Ja o gangliosideo GM3, assim como HexCer e CerPE aumentaram a
sua intensidade apos a sessdo aerobia. O GM3 apareceu em comum na sessao aerdbia do
grupo obeso, corroborando com Bergman e colaboradores que também viram um aumento
do GM3 (BERGMAN et al.,, 2015), e de alguns outros SPs, como Cers, que podem
provavelmente estar relacionado com o aumento agudo da inflamacdo apés a sessao de
treino em individuos sedentarios (BROWN, William M.C. et al., 2015).

Algumas espécies de FAs mostraram aumento apds a sesséo, indicando uma
maior lipolise no tecido adiposo e liberacdo de FAs na corrente sanguinea. Porém, outros
apresentaram uma diminui¢gdo, mostrando um maior transporte do sangue para mitocéndrias
musculares para ocorrer a beta-oxidagéo e transformacdo em ATP (Tabelas 9 e 11). Os FAs
sao os principais substratos energéticos durante o exercicio de moderada intensidade entre
45% e 65% do VO.max, podendo ser substituido pela oxidagédo da glicose em intensidades
maiores. Além disso, apdés uma sessao moderada de exercicio aerébio a taxa lipolitica se
mantém aumentada por até 24 horas em comparacao ao repouso (MUSCELLA et al., 2020).
Nossa sessdo aerobia tinha intensidade entre 40 — 65% do VO,max, 0 que nos leva a crer
gue tanto a lip6lise, como a oxidacdo de FAs ocorreram durante e apds a sessao, por iSso

essa oscilacdo entre as espécies de FAs.

Na sessao de TF é possivel observar na Figura 33 que houve uma maior
mobilizacdo de FAs (32%) e de GL (22%) comparado ao TA. Um dado interessante que
podemos ver nas Tabelas 9 e 11 é que a maioria das espécies de FAs do TF reduziram as
intensidades no imediatamente pds, 30 min e 60 min, mostrando um aumento na oxidacao de
lipidios. Normalmente, estudos mostram um aumento na oxidacdo de FAs apds sessdes
agudas de TF de alta intensidade, utilizando grandes grupos musculares (FARINATTI et al.,
2016), porém mesmo em uma sessdo de moderada intensidade e misturando grandes e

pequenos grupos musculares, pudemos observar esse aumento da oxidacédo e reducéo de
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acidos graxos da corrente sanguinea. Ja as espécies de TAGs apresentaram um
comportamento semelhante, sendo maior no momento pré em relagdo ao momento pés,
porém apresentam uma maior intensidade novamente no momento 60 min. Essa reducéo de
TAGs do plasma ap6s uma sessao de intensa de TF, devido ao aumento da eficiéncia da
remocao da TAGs pelas particulas VLDL ja foi reportada previamente (MAGKOS et al., 2008).
Apesar de nossa sessdo aguda de TF ser de intensidade moderada, também conseguimos
ver uma melhor remocao dos TAGs do sangue. Porém, também observamos aumento dessas

mesmas espécies ou de outras pés 30 min e 60 min.

Os SPs representaram 24% das espécies de lipidios mobilizadas no TF e entre
elas vemos Hex2Cer aumentando a intensidade ap0s a sesséo, e o Hex(2)-HexNAc-Cer
reduzindo a intensidade. Como ja discutido anteriormente, o Hex2Cer € um gangliosideo que
foi relacionado a uma resposta anti-inflamatoria. Ja o Hex(2)-HexNAc-Cer, também conhecido
como LacCer, é um glicoesfingolipidio que possui fun¢des na sinalizacao celular e atividades
biolégicas. Esse lipidio pode induzir a ativacdo de NADPH oxidase e gerar ROS, além de em
neutrofilos e mondcitos humanos, pode expressar integrinas (CD-11/CD18) que facilitam sua
adesdo e entrada no endotélio, levando a inflamagdo e aterosclerose (CHATTERJEE;
BALRAM; LI, 2021). Sendo assim, podemos concluir que a sessao de TF moderada nao

produz um efeito inflamatério, como vemos em sessdes intensas, mas sim anti-inflamatério.

O TC em eutroficos apresentou uma reducdo nas espécies de GPs alteradas e
um aumento de STs em relagdo aos outros grupos. Em relacdo aos FAs, algumas espécies
aumentaram e outras reduziram, assim como algumas espécies de TAGs que aumentaram a
intensidade nos momentos 30 min e 60 min, porém, outras reduziram a intensidade pés-treino,
comparado ao pré. Os SPs mostraram algumas espécies de Cers e SMs com aumento da
intensidade apods a sessdo, e uma diminuicdo na recuperacdo (mesmo efeito no TF), o que
potencializa achados que mostraram exatamente esse mesmo comportamento dos
esfingolipidios ap6és uma sessdo aguda de 1h30min pedalando a 50% do VO:max
(BERGMAN et al., 2015). O Hex2Cer aumentou a intensidade ap0s a sessao, porém reduziu
novamente durante a recuperacao, ja o Hex(2)-HexNAc-Cer diferentemente do que visto no
TF, apresentou uma maior intensidade no momento 60 min comparado ao pré e também ao
pés. Esse resultado sugere que talvez a sesséo de TC tenha promovido em efeito inflamatério
maior apos a sessao, por conta da unido dos dois estimulos, em relacdo ao TA e TF isolado.
O tempo e o volume das sessbes eram iguais, sendo assim, talvez a realizacdo de ambos
estimulos na mesma sessédo tenha gerado um maior estresse metabolico. A figura 34 traz um

resumo dos principais achados em relacdo as sessdes agudas do grupo eutréfico.
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forca (TF), e treino combinado (TC), no grupo eutrofico (Eu). Criada utilizando o BioRender.

O grupo obeso apresentou uma distribuicdo das classes de lipidios diferente do
grupo eutréficos (Figura 33 e Figura 35). No TA podemos observar uma por¢cao maior de FAs
(30%), assim como GPs (22%) e SP (20%). A maior parte das espécies de FAs reduziram a
intensidade no momento pos-treino e recuperacao, comparado ao momento pré, mostrando
uma maior oxidacado desses acidos graxos durante o treino e nos 30 min e 60 min apés. Ja
entre os GLs, DAGs e TAGs, ambos reduziram a intensidade no momento pos-treino

comparado ao pré, e continuaram diminuindo apos, diferentemente do resultado encontrado
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no grupo eutrofico. Entre os GPs, vemos que a CL aumentou a intensidade no momento 60
min comparado ao pré sessdo. A Cardiolipina € um GP totalmente relacionada a fungao
mitocondrial, localizada na membrana interna das mitocdndrias, e necesséria para a
fosforilag@o oxidativa e sintese de ATP. Sao sensiveis a ROS e apresentam concentracdes
diminuidas em obesos e DM2 por conta da disfuncéo mitocondrial (DUDEK, 2017; EL-HAFIDI;
CORREA; ZAZUETA, 2020). Esse aumento provavelmente esta relacionado ao aumento da
atividade da fosforilacdo na cadeia transportadora de elétrons para a sintese de ATP durante

a sessdo e na recuperacao.

Em relacdo aos SPs, observamos um maior nimero de gangliosideos (GAl e
GM3) e glicoesfingolipidios (Hex(2)-HexNAc-Cer) no grupo obeso comparado ao grupo
eutrofico. Todos eles aumentaram a intensidade no momento apds a sessdo e 60 min
comparado ao pré, o que nos mostra uma resposta inflamatéria maior. Esse dado corrobora
com um estudo que mostra que o exercicio aerébico agudo pode ser mais inflamatério do que
0 exercicio de forca, devido a ativacdo dos receptores de TLR2 e TLR4 por FAs néo
esterificados que sofrem um aumento transitério durante o TA. FAs com concentracfes
elevadas cronicamente ativam os TLRs e podem induzir a producdo de citocinas proé-
inflamatérias nos macroéfagos, adipocitos, figado e musculo (CAVALCANTE et al., 2017).
Individuos obesos jA possuem uma maior concentracdo de citocinas proé-inflamatérias
circulantes, devido a inflamacdo subclinica, além da presenca de gangliosideos, como
observado. Apesar da sessdo ser considerada de moderada intensidade, talvez para um
individuo obeso e sedentario ha muitos anos tenha gerado uma percepcéo de esforgo grande,

induzindo transitoriamente a inflamacéao.

O TF do grupo obeso apresentou 40% de FAs alterados, maior do que todos os
grupos. Observando as Tabelas 12 e 14, nota-se que a maioria dos FAs sédo de cadeia longa
e poli-insaturadas e o comportamento deles mostra um aumento no momento apds a sessao
de alguns, assim como diminuicdo nos momentos 30 min e 60 min. Porém, também ha
espécies com intensidades reduzidas no momento apds a sessdo comparado ao pré e
aumento pés 60 min. Isso provavelmente nos sugere que esta ocorrendo uma lipdlise,
liberando esses FAs que estdo sendo oxidados apds a sessao na recuperacao, ou mesmo
durante a sessdo. Ja4 os GLs, tanto o DAG, quanto os TAGs (cadeias longas e poli-
insaturadas) aumentaram sua intensidade no momento pos-treino e continuaram aumentando
na recuperacdo. Esse achado corrobora em partes com o estudo de Contrepois e
colaboradores, onde também observaram um aumento em um subconjunto de TAGs de
cadeias longas e poli-insaturadas apés a sessao de exercicio agudo aerobico. Os autores

especularam que isso possa refletir uma sinalizagdo pré ou anti-inflamatéria, pois alguns
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desses TAGs possuiam 4cido araquiddnico, eicosapentaendico e docohexaendico em sua
composicdo (CONTREPOIS et al., 2020).

Ja entre os SPs, os dois gangliosideos reduziram a intensidade logo apés a
sessdo de treino, porém aumentaram novamente apdés 30 min e 60 min, mesmo
comportamento de alguns CerPE, mostrando uma possivel resposta mais inflamatéria nesses
individuos obesos comparados aos eutroficos, devido a eles ja terem essas citocinas pro-
inflamatérias circulantes. Dentre os GPs, observamos que a CL novamente aumentou a
intensidade nos momentos 30 min e 60 min comparados ao pré e pés, assim como na sesséo
de TA.

Interessantemente, o TC do grupo obeso apresentou uma distribuicdo das
espécies bem diferente (Figura 33), tendo um grande aumento de GLs (28%), GPs (24%) e
SPs (26%) e uma diminui¢ao drastica nos FAs (9%). Ao contrario do TF, as espécies de TAGs
(também de cadeias longas e poli-insaturadas) mobilizadas no TC apresentaram diferentes
alteracdes, tendo 4 delas diminuindo a intensidade na recuperagdo em comparagao ao pré e
4 aumentando. Vimos também 1 espécie que aumentou pés-treino e reduziu na recuperagao
e 2 que reduziram, mas voltaram a aumentar ap6s 60 min. Isso pode novamente corroborar
com o estudo anteriormente citado que propds uma sinalizagcdo pro e anti-inflamatoria da
sessao possa causar essas diferencas, sendo alguns TAGs metabolizados para utilizagéo de

energia e outros aumentados.

Os GPs apresentaram alterac¢des principalmente nos PCs, ocorrendo um aumento
no momento 60 min em quase todas as espécies de cadeias longas e poli-insaturadas. Como
ja discutido anteriormente, esse lipidio esta presente nas membranas celulares,
principalmente das mitocéndrias e estao relacionados a sensibilidade a insulina (MENDHAM
et al., 2021). O que nos leva a ideia de que a sessdo de TC promove uma maior sensibilizagédo

da insulina comparado ao TA e TF isolados.

Entre os SPs, encontramos um aumento nas Cers pés-treino comparado ao pré,
assim como aumento em espécies de CerPE (duas delas diminuiram no momento 30 min
comparado ao momento pos). As espécies de gangliosideos GM3 aumentaram a intensidade
logo apés a sessao de TC, porém reduziram a intensidade novamente nos momentos 30 min
e 60 min comparado ao momento pos. Esse achado nos mostra que a sessao de TC pode ter
gerado um efeito inflamatério imediatamente apés a sessao, porém apos 30 min e 60 min ja

vemos uma reducéo desses marcadores.

Uma espécie de lipidio que apareceu apenas nesse treino foi a SP1, a qual
aumentou a sua intensidade no momento pds e no momento 60 min. A S1P é produzida pela

fosforilagéo da esfingosina por uma das esfingosina quinases (SphK1 e SphK2). O transporte



104

dessas substancias no sangue se da pela ligacdo com HDL (50-60%) e albumina (30-40%).
O restante liga-se ao LDL e VLDL. O metabolismo e atividade biolégica da S1P circulante sao
fortemente dependentes do tipo de transportador, e essa associacdo ao HDL favorece os
beneficios cardiovasculares na prevencdo de aterosclerose e isquemia (KSIAZEK et al.,
2018). Alguns estudos ja mostraram também elevacdo de concentra¢des de SP1 no plasma
apos a sessédo de exercicio aerébio (remo até exaustao) (BARANOWSKI, Marcin et al., 2015)
e também em sujeitos destreinados apds sessdo de cicloergbmetro a 70% do VOmax
(BARANOWSKI, M. et al., 2011). Ha controvérsias nos efeitos desse metabdlito em relacéo a
sinalizagéo da insulina e RI, pois estudos mostram um efeito protetor, enquanto outros
mostram uma piora no quadro metabolico (WIGGER et al., 2021). A Figura 35 traz um resumo
dos principais achados das respostas metabdlicas agudas do grupo obeso.

O grupo DM2 apresenta uma distribuicdo de classes de lipidios bem equilibrada
no TA, entre FA, GP, SP e ST (Figura 33). Observando os FAs, obteve-se 0 mesmo padréo
de mudancas dos outros grupos, tendo um aumento de algumas espécies no momento pés
comparado ao pré, e também no 60 min comparado ao momento pos (Tabelas 15 e 17). Ja
outras espécies apresentaram um aumento apos a sessao, porém, uma diminuicdo durante a
recuperacao. Entre os GPs, vemos novamente o LPC 16:0 aumentando a intensidade, assim
como no TA dos eutréficos e TC dos obesos, confirmando ser um lipidio relacionado a aptidao
cardiorrespiratéria e melhora da sinaliza¢do da insulina. Ja as espécies de LPE apresentaram
um aumento apoés a sessao, assim como na sessao de TA dos outros dois grupos, podendo
ser considerado um marcador relacionado ao treino aerébio. As espécies de PC de cadeias
mais longas e poli-insaturadas apresentaram um aumento apés a sessdo, o que pode estar
relacionado a uma melhora da fluidez das membranas mitocondriais, como anteriormente
discutido. Porém, a espécie PC 14:0 de cadeia média e saturada apresentou reducéo apos a
sessdo e durante a recuperacdo, 0 que € positivo, uma vez que cadeias saturadas de
fosfolipidios podem aumentar a rigidez das membranas, causando um problema na fusdo do

Glut 4 para a o transporte de glicose, aumentando a Rl (N.M. WEIJERS, 2012).



105

L
T C — Disfungédo

. Recuperagao Mitocondrial
* Pés \
TAG 30 min A @f% ATP

—

m * 60 min Beta - oxidagao

pos treino
TF OB | b e .
Pdos m 30 mine e . s LT /
e

[
®
\ 4

* ? 60 min Inflamagéo aguda ) O®
pos treino
Do) il c

Disfungao S

cadeias longas e Recuperagio Mitocondrial f :
poliinsaturadas \

Beta - oxidagao

:

Tcos i ™

Sinalizagao anti ou pro T. @
x inflamatoria ®
Aumento
T ! T = Inflamatério agudo

Cadeias longas e SegnlssihiI:_clade
poliinsaturadas aInsulina

ta

o) mm e

Permeabilidade de t @ * m Redugao durante a

membranas Pés-Treino 30 min e 60 min recuperagao
™
Pos-treino e .
. Liga-se ao HDL
recuperagio 9 Aterosclerose

para transporte

Figura 35. Resumo das principais alteracdes metabdlicas agudas do treino aerébio (TA), treino de

forca (TF), e treino combinado (TC), no grupo obeso (OB). Criada utilizando o BioRender.

Na classe dos SPs, a maioria das espécies de Cers e CerPEs aumentaram a
intensidade no momento pds em relagcdo ao pré, e também no momento 30 min e 60 min.

Duas espécies de Cer (32:1 e 35:2) e uma de CerPE (34:3) apresentaram reducéo apos a
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sessdo e durante a recuperacdo. Além disso, as 3 espécies de HexCer aumentaram a
intensidade nos momentos 30 min e 60 min da recuperacao. As hexosilceramidas pertencem
ao grupo de cerebrosideos dentro da classe dos SPs, e entre suas funcdes, sdo precursores
chave para a biossintese de dihexosilceramidas e para glicoesfingolipidios mais complexos,
como globosideos e gangliosideos. HexCers sdo produzidas enzimaticamente pela
glucosilceramida sintase de Cers. Além disso, sdo moléculas vitais para a funcéo celular,
atuando como componentes estruturais de membranas celulares e crescimento axonal dos
neurdnios (SILSIRIVANIT et al., 2019). Uma associacdo negativa significativa entre o IMC e
HexCers ja foi demonstrada, sugerindo que os HexCers sejam convertidos de volta a Cers
na obesidade, levando a uma diminuicdo em sua concentracdo (PIKO et al., 2021). Essa
reconversdo em ceramidas talvez faga sentido, pois vimos um aumento das ceramidas no
apos a sessao e uma diminuicdo de HexCer, porém, durante a recuperacdo a intensidade

aumentou, enquanto algumas ceramidas diminuiram.

Ao contrario do TA que apresentou baixa porcentagem de GLs (2%), o TF
apresentou 27%, sendo majoritariamente DAGs e TAGSs. Interessantemente, todas as
espécies de DAGs reduziram as intensidades tanto no apds a sessdo comparado ao pre,
como na recuperagdo comparado ao pré e pos. Os DAGs sdo moléculas relacionadas a
inducdo de RI (CARTEE, 2015), portanto, a diminuigdo nessa populacdo, a qual ja &
cronicamente resistente, € um ponto extremamente positivo, pois provavelmente a sessao
através da contragdo muscular conseguiu aumentar a sensibilidade a insulina. Assim como
os DAGs, os TAGs também reduziram as intensidades ap6s a sessdo de TF e também
durante a recuperagdo em relacdo ao momento pré, diferentemente dos outros grupos.
Provavelmente nessa populacdo, a intensidade do treino foi suficiente para gerar a lipolise,
quebrando os TAGs e utilizando alguns FAs na beta-oxidacdo para a producdo de energia,
pois observamos que entre os FAs (Tabela 17 e 15), algumas espécies reduziram a
intensidade nos momentos 30 min e 60 min em relacéo ao pré. Porém, a maioria aumentou a
intensidade durante a recuperacdo em compara¢do ao momento pré, fazendo sentido ja que
0os DAGs e TAGs reduziram as intensidades e provavelmente liberaram acidos graxos na
corrente sanguinea (MUSCELLA et al., 2020).

Entre os GPs e SPs no TF do grupo DM2, vemos uma reducdo de PCs e um
aumento de PE nos momentos apés a sessao, 30 min e 60 min minutos em comparacao ao
pré, os quais ja foram discutidos anteriormente. J4 0 SM reduziu a intensidade apés a sessao
e na recuperacao em relacdo ao momento pré, ja a maioria das espécies de Cers e um
gangliosideo aumentaram suas intensidades no momento pds-treino e durante a recuperacéo
comparado ao pré sessdo. Além da hipétese da resposta inflamatéria das sessfes agudas de

exercicio, outra explicacdo levantada por autores para o aumento de ceramidas ap0s a sesséo
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de exercicio seria devido ao aumento de FAs na corrente sanguinea, decorrentes do

exercicio, favorecendo o aumento da sintese de novo de ceramidas (TAN-CHEN et al., 2020).

Observando a distribuicdo dos lipidios na sessdo de TC do grupo DM2, vemos
que em relacdo ao TF, houve uma reducdo na proporcdo de GLs e GPs e um aumento
expressivo de SPs, entre eles Cers, CerPE, GM3, HexCer e SM. Os resultados dessa sessao
aguda foram opostos aos vistos no TA e TF do mesmo grupo e também em relacdo ao grupo
obeso. Porém, eles corroboraram com o grupo eutrofico, onde as espécies de Cers
aumentaram a intensidade no momento pds em relagdo ao pré, entretanto, reduziram a
intensidade principalmente no momento 60 min comparado ao momento pos e pré. O
gangliosideo GM3 também apresentou uma reducao na intensidade no momento 30 min e 60
min comparado ao momento pos, mesmo efeito visto no grupo obeso. J4 o SM, a mesma
espécie que reduziu a intensidade no TF aumentou a intensidade tanto nho momento paés,
como durante a recuperagdo. Pacientes com pré-diabetes ou DM2 apresentavam
concentracdes de SMs significativamente reduzidas em comparacdo ao controle saudavel.
Os autores sugeriram que essa diminuicdo pode ser devida ao estresse oxidativo ou reducao
da sensibilidade a insulina (SOKOLOWSKA et al., 2022). Sendo assim, esse aumento
promovido pelo TC no grupo DM2 é algo positivo, que pode ter ocorrido devido ao aumento

da sensibilidade a insulina apds a sessao.

Outro resultado que teve efeito inverso comparado ao TF foram os GLs, pois os
DAGs aumentaram a intensidade no momento pds e recuperagdo comparado ao pré, e 0s
TAGs apresentaram uma maior intensidade no momento p6s, porém todos reduziram a
intensidade no momento 60 min, mostrando uma possivel quebra em DAGs e FAs. No
entanto, a maioria das espécies de FAs reduziram as intensidades nos momentos pds, 30 min
e 60 min comparados ao pré, mostrando uma maior oxidacéo desses acidos graxos durante
e apods a sessao. Os GPs, PCs e PEs apresentaram 0 mesmo comportamento do grupo TF,
uma reducéo dos PCs apds a sessao e um aumento de PE durante a recuperacéao. Por fim, a
CL também apresentou um aumento no momento 60 min comparado ao momento apos a
sessdo, evidenciando um aumento da atividade mitocondrial. A Figura 36 traz um resumo dos

principais achados das respostas metabélicas agudas do grupo DM2.

6.3.2. Alteragdes lipidicas Concorrentes ou Combinadas entre sessfes e

grupos

Baseado nos resultados obtidos das sessfes agudas, podemos concluir que nem

sempre os efeitos metabolicos das sessdes TA e TF sdo combinados na sesséo de TC, muitas
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vezes a resposta metabdlica apresenta resultados opostos, o que pode nos levar a antiga
ideia de treinamento concorrente, mesmo em cargas moderadas. Na Figura 37 vemos que
em relacao as espécies de lipidios no grupo eutrofico, 9 foram as espécies em comum entre
as 3 sessoes, 3 exclusivas entre TAe TF, 4 entre TF e TC e 2 entre TA e TC. Ja observando
0s metabolitos especificos alterados nas sessdes agudas, 8 foram comuns entre TF e TC, 4
entre TAe TF e apenas 1 entre TA e TC. Assim, para esse grupo, os efeitos metabdlicos entre
TF e TC sdo mais semelhantes do que TAe TFe TAe TC.
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Figura 36. Resumo das principais alteracdes metabdlicas agudas do treino aerébio (TA), treino de forca
(TF), e treino combinado (TC), no grupo diabético tipo 2 (DM2). Criada utilizando o BioRender.

No grupo obeso (Figuras 37C e D) tivemos também 9 espécies de lipidios em
comum entre as 3 sessdes, porém, apenas 2 entre TAe TF, 2 entre TAe TCe 1 entre TF e
TC. Outro fator interessante, é que tanto o TF (5), quanto o TC (9) apresentaram mais
espécies de lipidios exclusivas em comparagao ao grupo eutréfico, levantando a hipétese de
que talvez para obesos, a jungcdo dos 2 treinos na mesma sessdo produza efeitos
concorrentes ao invés de combinados. Os metabdlitos especificos mostram a mesma ideia,

onde h& apenas 1 em comum entre as 3 sessdes e 5 em comum entre TA e TF.
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Figura 37. Diagrama de Venn representando a quantidade de espécies de lipidios em comum entre as
sessbesde TA, TFe TC (A, C, E) nos grupos, e também a quantidade de lipidios especificos em comum
entre as sessdes (B, D, F).
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O grupo DM2 apresentou um maior equilibrio entre as sessbdes, sendo 5 espécies
em comum entre as 3 sessOes, 2 espécies entre TA e TF, e 4 entre TA e TC, e TF e TC,
mostrando que h& uma maior combinac¢éo das alterac6es metabodlicas no TC comparado ao
grupo obeso. Porém, ao observarmos os metabdlitos especificos, nhotamos que ha 10 em
comum entre as sessfes de TA e TC, contra 3 entre TF e TC, mostrando um resultado oposto
ao visto no grupo eutréfico. Em resumo, tanto o grupo eutrofico, quanto o grupo DM2 parecem
ter um efeito combinado de TA e TF na sessdo de TC, entretanto, no grupo eutréfico a
resposta metabdlica da sessdo de TC € mais similar a resposta do TF do que de TA, e ja no
grupo DM2, a sessédo de TA produz uma resposta metabdlica mais similar ao TC do que ao
TF. Ja o grupo obeso teve um efeito concorrente de TA e TF na sessao de TC, produzindo
mais alteracdes opostas do que semelhantes.

Observando a Tabela 1, no momento controle (quando eles realizaram as sesstes
agudas), vemos a diferenca nos dados de composic¢ao corporal desses individuos. O grupo
DM2 possui um IMC em média de 29, comparado a 32kg/m2 dos obesos, assim como o
percentual de massa gorda que era de 34% nos DM2 (média de 28kg de gordura), contra 42%
nos obesos (39 kg de gordura). O excesso de tecido adiposo no grupo obeso provavelmente
pode estar relacionado a um aumento de citocinas pro-inflamatérias circulantes, entre outros
prejuizos que fizeram com que a resposta metabdlica da sessdo combinada fosse mais

variavel e inconsistente em relagcdo aos outros grupos.

Ao compararmos as principais espécies de lipidios, e metabdlitos especificos
entre grupos em uma mesma sessdo de exercicio (Figura 38), nota-se diferencas nos
nameros entre os diagramas de Venn. Todas as sessdes apresentaram entre 6 e 8 espécies
de lipidios em comum entre os 3 grupos, sendo no TA (FA, PC, LPE, ST, DG, CerPE, LPC),
no TF (FA, TAG, CDP-DG, DG, ST, Cer), no TC (TAG, FA, DG, CerPE, SM, ST, Cer, PC).
Pode-se classificar essas espécies de lipidios como as mais alteradas em cada tipo de treino.
No entanto, ha espécies exclusivas de cada grupo em cada treino e corroborando com o
achado anterior, o grupo obeso apresentou o maior nimero delas comparado aos outros
grupos. Outro ponto importante que deve ser destacado é que todos os voluntarios DM2
tomavam metformina para o tratamento da doenca e ja foi visto que a metformina pode ter
efeitos anti-inflamat6rios, independente do status da diabetes (CAMERON et al., 2016). Dessa
forma, um potencial efeito anti-inflamatério sinérgico entre 0 medicamento e o exercicio fisico
podem ter ocorrido no grupo DM2, 0 que os levou a ter melhores respostas na reducédo de

espécies de lipidios relacionadas a inflamacéo, comparado ao grupo obeso por exemplo.

Nos ultimos 10 anos, o numero de trabalhos com metabolémica e exercicio fisico
aumentou muito, porém ainda ha poucos com foco na lipidémica. Este é o primeiro trabalho

comparando as alteragbes metabdlicas, principalmente focando em lipidios, em 3 diferentes
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sessfes agudas de exercicios em grupos com e sem comorbidades, de ambos os sexos. Uma
revisdo recente mostrou diversos tipos de metabdlitos e vias que sdo afetadas pelo
exercicio/atividade fisica, sendo a maioria deles da glicélise, ciclo de Krebs, aminoacidos,
alguns acidos graxos, carnitinas e metabolismo de purinas (KELLY; KELLY; KELLY, 2020).
Portanto ndo ha como comparar se esses resultados estdo corroborando com os achados da
literatura, nos levando a concluir que algumas espécies de lipidios séo caracteristicas de cada
tipo de treino, mas elas podem ser afetadas e variadas de acordo com a composi¢ao corporal,
RI e outros fatores.
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Figura 38. Diagramas de Venn representando o nimero de espécies de lipidios em comum entre grupos
em cada treino (A,C,E,G) e o nimero de lipidios especificos comuns entre grupos em cada treino (B, D,
F, H).

6.3.3. AlteracOes Metabolicas Agudas — Crbnicas ao TC entre Grupos

A Figura 39 traz as comparagfes entre o numero de espécies de lipidios em
comum em cada grupo e a quantidade de metabdlitos especificos em comum entre as
sessdes de TC aguda e TCC em cada grupo. Ao observar a Figura 33, ja se nota uma
diferenca na distribuicao das classes de lipidios entre as sessfes de TC e TCC de cada grupo.
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Sabe-se que o exercicio fisico praticado de maneira aguda e crénica tem diferentes respostas
no metabolismo, e isso j4 foi mostrado extensivamente na literatura, assim como ja foi
demonstrado diferencas entre as respostas de sedentarios e treinados ao exercicio, em
relacdo a citocinas e horménios. Porém, nesse estudo foi realizada a mesma sessao aguda
de exercicio combinado nos 3 grupos antes de iniciarem o periodo de TC e na Ultima sesséo
de treino apds 16 semanas. Dessa forma, tem-se a alteracdo que o treinamento crénico

promoveu na resposta metabdlica aguda ao TC nos grupos.
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Figura 39. Diagrama de Venn representando o nimero de espécies de lipidios em comum entre as
sessdes agudas de treinamento combinado (TC) e treinamento combinado cronico (TCC) (A, C,E) e o

numero de lipidios especificos em comum (B, D, F), em cada grupo.
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Nos eutréficos, nota-se principalmente uma pequena diminui¢cdo na porcentagem
de FAs e SPs, e um aumento de GLs, GPs no TCC comparado ao TC (Figura 33). Os obesos
apresentaram um aumento significativo de FAs, sendo 9% no TC e 30% no TCC, além de
uma reducdo nos GPs e GLs em comparac¢do ao TC. O grupo DM2 também apresentou um
aumento nos FAs de 25% no TC para 40% no TCC. A reducdo de TAGs pds exercicio é
consequéncia do aumento da lipdlise, o qual inicia na ATGL e continua com a HSL, apds sua
fosforilagdo. A taxa de lipolise é diminuida pela obesidade e dietas ricas em gordura
saturadas, porém, o exercicio cronico j& demonstrou normalizar essa deficiéncia através da
diminuicdo da fosforilacdo do HSL, estimulo da atividade das enzimas lipoliticas nos
adipdcitos de camundongos obesos, contribuicdo para aumento de ATGL no tecido adiposo
humano e expressdo de irisina, hormoénio que induz a expressdo de ATGL e HSL em
adipdcitos (MIKA, Adriana et al., 2019). Outro efeito do treinamento ja mostrado na literatura
€ um aumento da expressao de enzimas envolvidas no metabolismo de PUFAs, FA
desaturase 1 e enlongase 5 (ROCHA-RODRIGUES et al.,, 2017). Essas informagbes
corroboram com os achados que mostram que no TC havia um grande niamero de TAGS,
porém poucos FAs, ja apés periodo cronico de TC, houve uma melhora na lipélise, reduzindo
os TAGs e aumentando a quantidade de FAs mobilizados, principalmente poli-insaturados de

cadeias longas.

Observando as diferencas entre os GPs do grupo obeso, todos os PCs que
apareceram no TC, sumiram no TCC, e no lugar apareceram 2 espécies de PE. O aumento
de PE, como anteriormente discutido, tem um papel antioxidante, contribuindo para a melhora
da disfungdo mitocondrial (PARK; KIM; PARK, 2021), o que é um efeito positivo que o
treinamento crbnico tem no organismo. Entre os SPs, diferentemente do TC, o TCC néo
apresentou mobilizagédo de gangliosideos GM3 e nem de Hex3Cer, porém houve um aumento
de espécies de Cer e CerPE. Interessantemente, ao invés de aumentar as intensidades apés
a sessao e durante a recuperacéo, as Cers e CerPEs diminuiram as intensidades. Parece que
o efeito cronico do exercicio em reduzir as ceramidas, através da reducdo da inflamacéo e
reducdo da massa gorda, influencia também na resposta aguda-cronica, e os individuos
passam a ter uma resposta mais anti-inflamatéria ao realizar uma sessao aguda de exercicio

de intensidade moderada.

O grupo DM2 foi o que apresentou menos espécies de lipidios em comum entre
as sessfes de TC e TCC (Figura 37E e 36F). Principalmente, ndo houveram espécies de
TAGs, apenas DAGs e FAs, mostrando assim como no grupo obeso uma possivel melhora
na lipélise, quebrando esses TAGs e aumentando a concentracdo de DAGs e FAs. Porém,
assim como na sesséo de TC aguda, a sessao de TCC também promoveu um aumento da

intensidade de Cers e CerPEs. O gangliosideo NeuAcHexCer reduziu a intensidade no
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momento pds e 60 min em comparacdo ao momento pré, demonstrando um possivel efeito

anti-inflamatdrio promovido pelo treinamento nessa populacao.

Em geral, podemos dizer que o efeito metabdlico causado pela sessao aguda de
TC realizada por individuos sedentarios foi diferente do efeito agudo-crdnico, quando esses
mesmos individuos foram treinados. E interessantemente, foi possivel observar que alguns
efeitos inflamatérios (relacionados as espécies de lipidios mobilizadas) vistos nas sessdes de
TC quando os individuos eram sedentarios foram contrarios na sessdo aguda-cronica,
mostrando um efeito anti-inflamatorio, evidenciando a importancia da préatica regular de
exercicio fisico, mesmo que ndo haja alteracdo da dieta. A Figura 40 traz um resumo das
principais alteracdes crdnicas que o0 exercicio pode promover no metabolismo, e seu impacto

metabdlico na sesséo aguda crbnica de TC.
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Figura 40. Resumo das alteragcdes metabolicas promovidas pelo exercicio crénico e seu impacto na

sessdo aguda cronica de treinamento combinado (TCC). Criada utilizando o BioRender.

Em resumo, as sessfes agudas apresentaram diferentes respostas entre treinos
e grupos, porém, entre os principais achados, vimos em eutréficos um aumento pds sessao
de TA nas espécies lipidicas relacionadas a inflamacgéo, como Cers, gangliosideos, SMs, mas

também um aumento de LPC e LPE. Ja a sesséo de TF, ao contrario da literatura que mostra
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um efeito inflamatério em sessdes agudas de TF de alta intensidade, a sessao de intensidade
moderada reduziu espécies de Hex(2)-HexNAc-Cer, relacionadas a inflamacdo e aumentou
Hex2Cer, mostrando um efeito anti-inflamatério. J& o TC teve aumento de Hex(2)-HexNAc-
Cer, Cers e SM, mostrando ser mais inflamatério ao metabolismo. Os obesos apresentaram
aumento de CL pés sessao de TA e TF, relacionado ao aumento da atividade da fosforilagéo
na cadeia transportadora de elétrons para a sintese de ATP. Todavia, também aumentaram
intensidades de SPs relacionados a inflamacdo, como GM3, Cers e CerPE, mas depois
reduziram na recuperacao, além de um aumento de TAGs poli-insaturados no TF e TC. Os
DM2 também apresentaram aumento de LPC e LPE, além de PCs de cadeias longas e poli-
insaturadas. Espécies de Cer, CerPE, HexCer também aumentaram no TA. J4 no TF,
espécies de DAGs e TAGs reduziam sua intensidade, porém Cers aumentaram. O TC
apresentou um aumento expressivo de Cers, CerPE, GM3, HexCer e SM, ao contrario do TA
e TF nesse grupo. Porém também houve um aumento de PE e CL, mostrando uma melhora
na atividade mitocondrial. Também foram observadas diferentes respostas entre os grupos
para a mesma sessao de treino, comprovando que individuos com doencas cronicas,
possuem uma alteracéo de suas respostas metabolicas ao exercicio. Além disso, as sessdes
agudas de TC e agudas cronicas (TCC) apresentaram diferencas nas espécies lipidicas
mobilizadas, como reducdo de GM3, Hex3Cer, Cers, CerPE no TCC, comparado ao TC,
confirmando que os efeitos crénicos do treinamento fisico no metabolismo podem alterar a

resposta aguda a uma sesséao de exercicio.

6.4. Perspectivas Futuras

Para expandir ainda mais o conhecimento acerca do metabolismo no exercicio
fisico, estudos futuros podem focar nessas classes de metabdlitos alteradas, fazendo
experimentos de metabolémica e ou target, variando volume, intensidade e tipos de protocolos
de treino em diferentes popula¢cdes com e sem comorbidades. Paralelamente, adicionar a
utilizacdo de métodos de separacgdo para ter mais informacdes analiticas sobre as espécies
moleculares desses lipidios, enriquecendo a identificacdo. Desse modo, esses marcadores
encontrados poderdo ser utilizados como alvos em novas terapias contra doengas crbénicas
em um futuro préximo, além de aprimorar as recomendacgfes para prescricbes mais assertivas

e personalizadas de exercicios fisicos visando a melhoria da satde da populacao.

6.5. Limitacdes

Esse estudo possui algumas limitagdes, sendo a primeira delas em relacdo a

selecdo da amostra. O grupo eutréfico ndo era tdo saudavel quanto esperavamos, uma vez
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que apesar de magros, possuiam alto percentual de gordura e exames clinicos no limite da
normalidade, o que pode ter gerado algumas respostas metabdlicas ndo esperadas para
eutrdéficos. Isso ocorreu pela selecdo dos grupos ter sido realizada baseada no IMC e hdo no
percentual de gordura. Um segundo ponto foi a avaliacdo alimentar, a qual poderia ter sido
melhor aplicada durante o estudo. Apesar de néo ter ocorrido diferencas entre 0s momentos
pré e pés controle e treino, o nimero de recordatérios alimentares avaliados foi pequeno, em
relacdo ao numero de voluntérios, devido ao mau preenchimento (mesmo com o auxilio de
um manual e explicagbes prévias). Como nao havia um nutricionista envolvido durante o

projeto, foi dificil identificar esses erros a tempo de corrigir.

Em relacdo a lipidémica, o preparo de amostra apenas com precipitacdo em
metanol pode ter sido uma limitacdo para o foco em lipidios, pois seria mais adequado a
extragdo com solventes organicos. Assim como a aquisicdo dos dados apenas no modo
positivo, devido a quantidade de amostras e o tempo de utilizacdo do equipamento no
laboratério parceiro, pode ter levado a nao deteccdo de algumas classes de lipidios. Nao
foram inseridas amostras de controle de qualidade (QC) durante o a aquisi¢cdo dos dados, ndo
sendo possivel avaliar variagdes instrumentais. E por fim, a realizacdo das analises por
infusdo direta, sem o acoplamento de um método de separacdo, ndo possibilitou uma

anotacdo com maior confidencialidade dos lipidios.

7. CONCLUSAO

O TC alterou o metabolismo dos 3 grupos, principalmente reduzindo espécies
saturadas e monoinsaturadas de esfingolipidios, acidos graxos, glicerolipidios e esterais.
Houve um aumento de glicerofosfolipidios associados ao aumento da aptiddo
cardiorrespiratéria, sensibilidade a insulina, reducdo da inflamacéo e diminui¢éo da disfuncéo
mitocondrial. Essas mudancas observadas estdo associadas aos beneficios a saude
promovidos pelo TC, como reducdo da massa gorda, glicemia de jejum, insulina, RI, colesterol
e aumento da sensibilidade a insulina, massa magra, forca e VO,max, 0s quais sao essenciais

para reduzir o risco de DCNTSs.

As sessdes agudas de TA, TF e TC apresentaram alteracdes nas espécies de
esfingolipidios (Cer, CerPE, SM, GM3), glicerofosfolipidios (TAG, DAG), &cidos graxos e
glicerofosfolipidios (PC, PE, LPC, LPE, CL). Os grupos eutrofico e DM2 apresentaram efeitos
metabdlicos combinados das sessfes de TA e TF na sesséo de TC, enquanto o grupo obeso
apresentou resultados concorrentes entre as sessdes. Além disso, as sessoes agudas de TC

e agudas cronicas (TCC) apresentaram diferencas nas espécies lipidicas mobilizadas (Cer,
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CerPE, GM3, NeuAcHexCer, PC, PE, TAG e PUFASs) confirmando que os efeitos crénicos do

treinamento fisico no metabolismo podem alterar a resposta aguda a uma sessao de exercicio.

Esse estudo trouxe diversos achados relacionados ao metabolismo lipidico que
contribuem para um melhor entendimento dos mecanismos pelos quais 0 exercicio € um
excelente tratamento ndo farmacoldgico para DCNTs, onde ele exerce um efeito anti-
inflamatério, melhorando a disfun¢é@o mitocondrial, a sensibilidade a insulina, e prevenindo RI,

DM2 e doencas cardiovasculares, mesmo sem intervencao de dieta.
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