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Resumo

FREITAS, Matheus Pintanel Silva de. Efeito dose-resposta de diferentes
volumes de treinamento concorrente em parametros do estresse oxidativo e
inflamatérios em mulheres pds-menopausadas: um Ensaio Clinico
Randomizado. 2015. 163f. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de POs-

Graduacao em Educacéo Fisica. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Objetivo: Verificar o efeito dose-resposta de 12 semanas de diferentes
volumes de treinamento concorrente em parametros inflamatérios e do
estresse oxidativo em mulheres pds-menopausadas. Métodos: Este ensaio
clinico randomizado realizou uma intervencdo em quatro grupos (controle, 90,
150 e 210 minutos por semana de exercicio fisico) em mulheres poés-
menopausadas previamente sedentarias. O protocolo consistiu em trés
sessOes por semana de treinamento concorrente (metade da sessdo com
treinamento aerdbio e a outra parte com treinamento resistido em aparelhos de
musculacdo). Parametros inflamatorios e do estresse oxidativo foram
analizados em trés momentos (linha base, 62 e 122 semana). Resultados: das
144 mulheres inicialmente contatadas, 42 foram selecionadas para o estudo e
randomizadas em um dos quatro grupos. Os grupos de 150 e 210 minutos por
semana reduziram os valores de TBARS na 122 semana; aumentaram 0S
valores do conteudo tidlico total na 62 semana, retornando aos valores iniciais
na 122 semana; e tiveram a atividade enzimatica da GPx significativamente
inferior ao grupo controle na 122 semana. O grupo controle teve um aumento
dessa atividade na 62 semana, permanecendo na 122 Na 122 semana, todos
os valores de SOD dos grupos exercitados foram menores do que os do grupo
controle, que teve um aumento desses valores na 122 semana quando
comparado as semanas anteriores. A atividade enzimética da ADA aumentou
no grupo de 210 minutos por semana nha 62 semana, permanecendo na 122 A
atividade da BChE e os niveis de IL-6 ndo apresentaram diferencas.
Conclusao: 150 minutos por semana ou mais, durante 12 semanas de
treinamento concorrente podem reduzir o estresse oxidativo em mulheres pos-

menopausadas.



Palavras-chave: Sistema imune; Radicais livres; Antioxidantes; Exercicio
fisico; Atividade fisica; Envelhecimento.
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Abstract

FREITAS, Matheus Pintanel Silva de. Dose-response effects of different
volumes of concurrent training in oxidative stress and inflammation parameters
on postmenopausal women: a Randomized Clinical Trial. 2015. 163f.
Dissertacao (Mestrado) - Programa de Pds-Graduacdo em Educacado Fisica.

Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Purpose: To verify the dose-response effect of different volumes of concurrent
training on inflammatory and oxidative stress parameters in post-menopausal
women over 12 weeks. Methods: This randomized clinical trial done an
intervention on four groups (control, 90, 150 or 210 min/week of physical
exercise) of previously sedentary post-menopausal women. The protocol
consisted of three sessions per week of concurrent training (half session with
aerobic training and the other part with weight training). Inflammatory and
oxidative parameters were analyzed in three moments (baseline, 6th and 12th
week). Results: Of the 144 women screened, 42 were selected to the study
and randomized into one of the four groups. The groups of 150 and 210
min/week had lower TBARS values at the 12th week than the previous
moments; increased thiol content values at the 6th week, returning to initial
levels at the 12th week; and at the 12th week had significantly lower GPx
activity than the control group. The control group had an increase of this activity
at the 6th week, remaining at the 12th. At the 12th week, all SOD values of the
exercise groups were lower than the control group, which had higher values at
week 12 than other moments. ADA activity was increased in the group of 210
min/week at the 6th week, remaining at the 12th. BChE activity and IL-6
presented no differences. Conclusion: 150 min/week or more, for 12 weeks of

concurrent training can reduce the oxidative stress in post-menopausal women.

Keywords: Immune System; Reactive Oxygen Species; Antioxidants; Exercise;
Physical Activity; Elderly.
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Introducéo Geral

A presente dissertacdo de mestrado atende ao regimento do Programa de Pos-
Graduacdo em Educacdo Fisica da Escola Superior de Educacéao Fisica da

Universidade Federal de Pelotas. O volume final contém as seguintes secoes:

1- PROJETO DE PESQUISA: apresentado e defendido no dia 17 de marco de
2014, com a incorporagao das sugestdes dos revisores professores Marlos
Rodrigues Domingues e Fabio Yuzo Nakamura;

2- RELATORIO DO TRABALHO DE CAMPO: descri¢do dos pontos do projeto

gue sofrem modificacdes no decorrer da pesquisa;

3- ARTIGO 1 (REVISAO SISTEMATICA): Efeito do exercicio fisico no sistema
imune de mulheres menopausadas: revisdo sistematica. O artigo sera

submetido ao periddico Revista Brasileira de Medicina do Esporte;

4- ARTIGO 2 (ARTIGO ORIGINAL): Dose-response effects of different volumes
of concurrent training in oxidative stress and inflammation parameters on
postmenopausal women: a Randomized Clinical Trial. O artigo sera submetido
ao periédico PLoS ONE;

5- PRESS-RELEASE: comunicado breve com os principais achados destinados

a imprensa local;

6- ANEXOS: anexos utilizados no trabalho.
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1. Introducéo

A relacdo positiva entre a atividade fisica e saude €& amplamente
conhecida. A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) indica que a inatividade
fisica é um fator de risco para as doencgas crénicas ndo transmissiveis (DCNT),
podendo levar a alteracfes metabolicas/fisioloégicas que provocam hipertensao,
hiperglicemia, hiperlipidemia, sobrepeso e obesidade (WHO, 2011), sendo que
a ela é atribuido um ndmero maior de mortes por ano em comparacao ao
tabagismo (WEN; WU, 2012). Assim, o0 movimento corporal € um importante
componente para a prevencdo dessas morbidades que sdo as principais
causas de morte no mundo. Dados de 2008 demonstram que as DCNT foram
responsaveis por 63% do total de mortes globais (WHO, 2011; ALWAN et al.,
2010). Ademais, estudo epidemiolégico demonstrou que 1,3 milhdes de mortes
por ano poderiam ser prevenidas se 25% da inatividade fisica fosse eliminada
(LEE et al., 2012).

Desta forma, a OMS recomendou que adultos devem realizar pelo
menos 150 minutos semanais de atividade fisica (AF) distribuidos em episddios
de, no minimo, 10 minutos para que ocorram beneficios substanciais a saude
(WHO, 2010). Porém, uma das principais barreiras a préatica de AF no Brasil € a
falta de tempo, tanto em adultos (REICHERT et al., 2007) quanto em idosos
(REICHERT et al., 2007; CASSOU et al., 2011). J4 em paises desenvolvidos,
essa barreira € a mais prevalente (BOOTH et al., 1997; BROWNSON et al.,
2001; KIMM et al., 2006). O conhecimento do impacto desta barreira na pratica
de atividade fisica, instigou a realizacdo de pesquisas com o0 objetivo de
verificar se um volume inferior & recomendacdo de AF seria suficiente para

melhorar a condi¢ao de saude do individuo.

Em estudos anteriores, ficou claro que uma quantidade inferior do que a
recomendacao de AF foi suficiente para diminuir o risco para a ocorréncia de
doencas cardiovasculares (WEN et al.,, 2011; LEE et al.,, 2001). Ademais,
ensaio clinico randomizado constatou que uma quantidade de exercicio aerdbio
equivalente a 50% da recomendacao foi suficiente para diminuir o risco para
tais doencas (CHURCH et al., 2007).
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Desregulagcdes na imunidade também sdo associadas com o
desenvolvimento de algumas doencas cronicas (MATHIS; SHOELSON, 2011,
GILLUM et al., 2005; SIEMES et al., 2006; WANG et al., 2011; DOSSUS et al.,
2010). O sistema imune € responsavel pelo reconhecimento e eliminacdo de
material ndo proprio (qualquer substancia estranha que entra no organismo) e
é dividido em imunidade inata e imunidade adaptativa, que acabam por atuar
simultaneamente. O primeiro gera uma resposta imunitéria inicial (rapida) e
defende o organismo de maneira ndo-especifica, geralmente precedendo e
desencadeando a imunidade adaptativa que, por sua vez, responde ao
antigeno de forma especifica, gerando memaria imunolégica (McARDLE et al.,
2011; PLAYFAIR; CHAIN, 2013).

No que se refere ao sistema imune, sabemos que, de modo geral, o
exercicio aerobio atua de forma positiva reforcando a defesa imunolégica
natural (MAKRAS et al., 2005), diferentemente do exercicio resistido em que
parece ndo haver um consenso na literatura, pois ha resultados relatando que
ndo houve alteracdo no numero e na atividade citotéxica das células natural
killer (NK) (NIEMAN et al., 1994) e que, ao contrario, houve redugdo no grau de
inflamacéo sistémica (PRESTES et al., 2009). Além disto, o exercicio
extenuante causa imunossupressao (STEENSBERG et al., 2001), devido, em
parte, a uma producdo exagerada de espécies reativas de oxigénio (ERO),
causando estresse oxidativo tecidual (ANGELI et al., 2004; ASCENSAO et al.,
2003).

Desta forma, existem duvidas a respeito da intensidade, modelo e
duracdo da AF necesséria para que as mudancas benéficas ocorram
(GLEESON et al., 2011). Além disto, as mudancas enddcrinas que as mulheres
sofrem na menopausa acarretam uma série de disfungdes, inclusive a
atenuacdo da resposta imune (OLSEN; KOVACS, 1996; MEDEIROS et al.,
2003), o que torna incerto o efeito da AF sobre a imunomodulacdo dessa

populacao.
1.1 Objetivo Geral:

Verificar o efeito dose-resposta de diferentes volumes de um programa de

exercicios fisicos estruturado (composto com exercicios continuo e resistido)
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na atividade da adenosina deaminase (ADA), proteina-C-reativa (PCR),
interleucina-6 (IL-6) e sobre parametros de estresse oxidativo em mulheres
menopausadas ao longo de 12 semanas.

1.2 Objetivos Especificos:

- Determinar o efeito dose-resposta longitudinal de um programa com 90, 150 e
210 minutos por semana de treinamento concorrente (60, 100 e 140% da
recomendacdo, respectivamente), com exercicio aerébio moderado e
treinamento resistido com periodizacdo linear, sobre a atividade da enzima

ADA em soro;

- Comparar o efeito dos diferentes volumes de exercicio sobre a atividade da

enzima ADA em soro;

- Determinar o efeito dose-resposta longitudinal de um programa com 90, 150 e
210 minutos por semana de treinamento concorrente (60, 100 e 140% da
recomendacdo, respectivamente), com exercicio aerébio moderado e
treinamento resistido com periodizagéo linear, sobre a concentracdo sérica da
PCR e da IL-6;

- Comparar o efeito dos diferentes volumes de exercicio sobre a concentracao
sérica da PCR e da IL-6;

- Determinar o efeito dose-resposta longitudinal de um programa com 90, 150 e
210 minutos por semana de treinamento concorrente (60, 100 e 140% da
recomendacdo, respectivamente), com exercicio aerébio moderado e
treinamento resistido com periodizacéo linear, sobre diferentes parametros de

estresse oxidativo em sangue total,

- Comparar o efeito dos diferentes volumes de exercicio sobre diferentes

parametros de estresse oxidativo em sangue total.
1.3 Justificativa

O sistema imune € responsavel pela defesa do organismo contra
qualguer tipo de micro-organismo invasor, remoc¢do de ceélulas mortas,
estabelecimento da memodria imunolégica (SCHULENBURG et al., 2004),
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combate do crescimento anormal de células cancerosas (McARDLE et al.,
2011) e sua desregulacdo é associada com o desenvolvimento de algumas
doencas, como diabetes tipo 2 (MATHIS; SHOELSON, 2011), doencas
cardiovasculares (GILLUM et al., 2005) e cancer (SIEMES et al., 2006; WANG
et al.,, 2011; DOSSUS et al., 2010). Neste sentido, a realizacdo de exercicios
aerdbios € um dos fatores que contribuem para uma melhora no sistema imune
(MAKRAS et al., 2005), diminuindo o risco para estas doencas e fortalecendo
as defesas do organismo. Porém, apesar de seus conhecidos efeitos
benéficos, ndo se tem clareza dos efeitos do treinamento resistido sobre a
imunomodulacédo, pois ha resultados conflitantes na literatura (NIEMAN et al.,
1994; PRESTES et al., 2009). Além disso, ndo foi encontrado artigo cientifico

em que a intervencdo fora realizada com treinamento concorrente.

Adicionalmente, as mudancas enddcrinas que as mulheres sofrem na
menopausa acarretam uma série de disfungdes, como, pressao arterial sistélica
elevada, deterioracao do perfil lipidico no sangue e aumento do peso corporal
(VOZAROVA et al.,, 2002; MARGOLIS et al., 2005; ANGELI et al., 2010),
inclusive a atenuacdo da resposta imune (OLSEN; KOVACS, 1996;
MEDEIROS et al., 2003), o que torna incerto o efeito da AF sobre a imunidade
dessa populacdo. Além disso, Gleeson, et al. (2011), em sua revisdo de
literatura sobre os efeitos anti-inflamatérios do exercicio, destacaram a
importancia da realizagdo de estudos na tentativa de estabelecer o modelo, a
intensidade e a duracdo do exercicio que é requerida para otimizar os efeitos
anti-inflamatérios. Porém, foram encontrados em pesquisa sistematica, dois
ensaios clinicos randomizados que objetivaram verificar o efeito de diferentes
volumes de AF em parametros do sistema imune de mulheres menopausadas,
mas, com resultados conflitantes e sem controlar a alimentacdo (JOHANNSEN
et al., 2012; STEWART et al., 2010).

Por conseguinte, levando em conta que melhoras no sistema imune
estdo relacionadas com desfechos importantes em saude; que ha uma lacuna
a respeito do volume minimo suficiente para acarretar em melhoras nesses
parametros, o que pode ser determinante para as pessoas se engajarem ou
ndao em um programa de AF, ja que uma das principais barreiras a pratica de

AF é a falta de tempo (REICHERT et al., 2007); a escassez de ensaios clinicos
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randomizados em mulheres menopausadas intervindo com atividade fisica e
buscando avaliar mudancas no sistema imune; e a auséncia desse
delineamento de estudo com intervencdo baseada em treinamento

concorrente, este estudo se justifica.

Espera-se, que através dos resultados obtidos neste projeto, seja
possivel caracterizar o volume de treinamento minimo para melhorar a
eficiéncia do sistema imune, com uma menor producdo de ERO, em longo
prazo, e com isso tracar diretrizes quanto as recomendacdes populacionais

para mulheres menopausadas no sentido de prevenir varios tipos de DCNT.
1.4 Hipdteses

- Diferentes volumes de exercicio fisico estruturado diminuirdo a
concentracdo sérica de PCR, IL-6 e aumentardo a atividade da ADA e das

defesas anti-oxidantes em todos 0s grupos de intervencao.

- Havera efeito dose-resposta na diminuicdo da concentracdo sérica de
PCR, IL-6 e no aumento da atividade da ADA e das defesas anti-oxidantes
ao longo da intervencgéo.

2. Revisao de Literatura
2.1 Sistema imune;:

O sistema imune € composto de um agrupamento de células, hormdnios
e moduladores interativos que sao responsaveis pela defesa do organismo
perante invasdes de virus, bactérias, fungos e macromoléculas estranhas, além
de impedir o crescimento anormal de células cancerosas (MCARDLE et al.,
2011). E dividido, didaticamente, em duas divisdes funcionais: imunidade inata
e imunidade adaptativa. O sistema imune inato responde aos estimulos de
maneira ndo especifica e é responsavel pela resposta imune inicial, sendo
composto por componentes anatbmicos e fisiolégicos (pele, membranas
mucosas, temperatura corporal, neutréfilos, eosindfilos, baséfilos, mondcitos,
células NK e barreiras inflamatorias). Ja o sistema imune adaptativo, responde

ao antigeno de forma especifica, apresentando memdéria imunologica, sendo
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composto por linfécitos T e B especializados e imunoglobulinas (McARDLE et
al., 2011; ROSA; VAISBERG, 2002; MEDEIROS et al., 2007).

2.1.1 Variaveis imunes do desfecho:

Nucleosideos e nucleotideos de adenina s&o responsaveis pela
regulacdo de varias respostas imunes e inflamatorias. O ATP extracelular se
caracteriza como sendo uma molécula pro-inflamatéria que atua na
estimulacao e proliferacédo de linfocitos e, ainda, liberando citocinas (BOURS et
al.,, 2006). Entretanto, a adenosina tem um papel anti-inflamatério e
imunossupressor, pois ela inibe a proliferacdo das células T e realiza a
liberacdo de citocinas pré-inflamatérias (GESSI et al., 2007).

A ADA (também conhecida como E.C.3.5.4.4) é uma enzima chave no
metabolismo de purinas que estad envolvida na deaminacéo irreversivel de
adenosina e desoxiadenosina em inosina e desoxi-inosina, respectivamente.
Essa enzima é amplamente distribuida em tecidos de vertebrados e apresenta
um importante papel no controle dos niveis de adenosina (SHAROYAN et al.,
2006; FRANCO et al., 2007). A principal funcdo da ADA esta relacionada ao
desenvolvimento e manutencdo do sistema imune, participando ativamente da
imunorregulacdo de processos inflamatorios (ANTONIOLI et al., 2007; GHAEMI
et al., 2011; MARTINEZ-NAVIO et al., 2011).

A PCR é um marcador inflamatério e sua concentracdo elevada esta
relacionada ao aumento do risco para varios tipos de cancer, como o de mama
(SIEMES et al., 2006) e endométrio (WANG et al., 2011; DOSSUS et al., 2010),

bem como, de doenca arterial coronariana (HUNG et al., 2008).

A IL-6 € um citocina envolvida na resposta imune inata, o que significa
que h& uma elevacao dos seus niveis séricos caso ocorra alguma infeccgéo,
sendo produzida por mondcitos e macrofagos (KISHIMOTO, 2005). Também
pode estar envolvida na resposta imune adquirida, induzindo os linfocitos B a
produzirem imunoglobulinas (KISHIMOTO, 1989). Pode ter um papel anti e pré-
inflamatorio, pois uma infusdo aguda de IL-6 conduz a uma condicdo anti-
inflamatoria (STEENSBERG et al., 2003), mas sob condi¢cé&o crbnica induz a

uma condigdo pro-inflamatoria.
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2.2 Estresse oxidativo:

Os radicais livres sé@o definidos como qualquer elemento quimico que,
em sua camada orbital mais externa, possua um ou mais elétrons
desemparelhados, sendo altamente instaveis e muito reativos. Pode-se citar
como exemplo o anion superoéxido, radical hidroxila e radical peroxila.
Entretanto, existem algumas espécies nao radicalares, tais como o peréxido de
hidrogénio e oxigénio singlet, que podem ser tdo prejudiciais quanto os radicais
livres. Dessa forma, o conjunto de espécies nao radicais e radicais livres
classifica-se como espécies reativas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

As ERO sédo geradas continuamente no metabolismo, principalmente
na cadeia respiratoria mitocondrial, onde em funcionamento normal, 2-5% do
oxigénio consumido é incompletamente reduzido. A formacdo dessas espécies
é fisiologicamente importante no processo fagocitario, de sinalizacdo celular, e
resposta imunolégica (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Por outro lado,
producdo das ERO é aumentada devido ao metabolismo elevado do exercicio
aerébio (PATTWELL; JACKSON, 2004) e do exercicio resistido (McBRIDE, et
al., 1998).

As ERO, quando em excesso, podem danificar proteinas, o DNA celular,
causando mutacdes, ou a camada lipidica da membrana celular (McCARDLE et
al.,, 2011). Sendo assim, quando ha um desequilibrio entre os sistemas pr6 e
antioxidantes, de maneira que os primeiros sejam predominantes ocorre o que
chamamos de estresse oxidativo (MCARDLE et al., 2011). Esse pode estar
envolvido na patogénese de diversas doencas, como enfisema pulmonar,
doencas inflamatorias, aterosclerose, cancer e envelhecimento (MENEGUINI,
1987; SOUTHORN; POWIS, 1988). Adicionalmente, pode aumentar o
fracionamento proteico e a atrofia muscular durante longos periodos de
inatividade fisica (MCARDLE, et al., 2011).

Porém, na medida em que o exercicio produz espécies reativas, as
defesas antioxidantes normais do organismo ou sdo adequadas ou aumentam
na mesma proporgéo, pois enzimas como a catalase, glutationa peroxidase e
superoxido dismutase sofrem um aumento em virtude das adaptacdes ao

treinamento (POWERS, et al.,, 1999; SHERN-BREWER, et al., 1998;
VINCENT, et al., 1999).
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As espécies reativas também possuem uma acdo benéfica relacionada
com o sistema imune, pois quando estdo em proporcdes fisioldgicas, exercem
funcbes metabolicas essenciais para a homeostasia celular. Em uma leséo
muscular oriunda da realizagcdo de um exercicio excéntrico, por exemplo, 0s
neutrofilos, mondcitos e linfocitos sdo recrutados para o local de inflamacéao,
onde produzem ERO e enzimas proteoliticas para limpar e reparar o tecido
lesado (STUPKA, et al., 2000).

2.3 Efeito da atividade fisica sobre aimunidade:

Alguns estudos tém abordado o efeito do exercicio fisico sobre o sistema
imunolégico (DAVIDSON, et al., 2006; BRUNELLI et al, 2014) e sobre dano
oxidativo (DAVIES, et al., 1982; PATTWELL; JACKSON, 2004). No que se
refere ao sistema imune, sabe-se que esse € sensivel as alteracbes na
homeostase orgénica, como ocorre em AF (BESEDOVSKY, et al.,, 1985;
BESEDOVSKY; DEL REY, 1996). O exercicio aerobio de intensidade
moderada promove adaptacdes agudas como o reforco das funcbes imunes
naturais por varias horas (GLEESON, 2007), principalmente, com um aumento
da funcdo de leucécitos (BACURAU, et al, 2000; BRUUNSGAARD;
PEDERSEN, 2000; GLEESON; PYNE, 2000; NIEMAN, 2000), mais
especificamente na atividade de uma subpopulacao de linfécitos fagociticos, as
células NK, as quais proporcionam a primeira linha de defesa contra os
patégenos (McARDLE, et al., 2011). Evidéncias mostram que o efeito crénico
do exercicio aerébio moderado, também atua positivamente nas funcdes
imunes naturais (MAKRAS, et al., 2005), inclusive aumentando a atividade
citotoxica das células NK e diminuindo a reducdo das funcfes das células T
relacionadas com a idade e na producao associada de citocinas (MACKINNON,
2000; JONSDOTTIR, et al., 1997).

Com relagdo ao exercicio resistido, os achados tendem a ser diferentes,
pois um estudo recente constatou que o organismo de adultos jovens estava
imunossuprimido 15 minutos apds uma sessdo desse tipo de treinamento,
porém, 24 horas ap0s 0 exercicio a contagem sérica total de leucécitos,

mondacitos, neutrofilos e linfocitos estavam normais (BRUNELLI et al. 2014),
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indicando que esse tipo de exercicio pode nao alterar agudamente a imunidade

de adultos jovens.

No mesmo sentido, Nieman et al. (1994) estudaram o efeito crénico
desse tipo de exercicio no sistema imune e observaram que nove anos de
treinamento com exercicios de resisténcia ndo afetou o numero nem a
atividade de repouso das células NK em comparacédo a individuos sedentarios.
Isso devido a uma ativacdo maior de mondcitos do que em exercicio aerobio.
Por outro lado, Prestes et al. (2009) verificaram que 16 semanas de
treinamento resistido com periodizacdo linear reduziram o quadro de

inflamacéo sistémica.

No entanto, deve-se salientar que 0s exercicios vigorosos e exaustivos
prolongados podem causar imunossupressao, diminuindo as atividades das
células NK, a producdo de anticorpos pelos plasmdcitos e a resposta
proliferativa dos linfécitos (PEDERSEN; HOFFMAN-GOETZ, 2000; PERES, et
al., 2005; JONSDOTTIR, 2000), além de deprimir as funcdes das células T e B
(STEENSBERG, et al., 2001; SUZUI, et al., 2004).

Evidéncias demonstram que a imunossupressao observada apos uma
sessdo intensa de exercicio se d&, em parte, devido a producao exagerada de
ERO o que causa um aumento no estresse oxidativo nos tecidos (ANGELI, et
al., 2004; ASCENSAQO, et al., 2003).

Estudos sobre o efeito do treinamento concorrente sobre essas variaveis
sdo escassos na literatura cientifica, porém Lazzarotto (2007), em sua tese de
doutorado documentou um aumento no numero de linfocitos T CD4+
(p=0,0034) apbés 12 semanas, com trés sessfes semanais, de treinamento

concorrente.
2.4 Imunidade na menopausa:

As mulheres menopausadas, em funcdo da hipoestrogenia, tém uma
gueda imunolégica (OLSEN; KOVACS, 1996; MEDEIROS et al, 2003) e
aumento na concentracdo de citosinas pro-inflamatoérias (PFEILSCHIFTER et
al., 2002) as quais estao relacionadas com o aumento do risco de desenvolver

doencas cardiovasculares (REILLY et al., 2005), osteoporose
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(PFEILSCHIFTER et al., 2002), diabetes do tipo 2 (KADOGLOU et al., 2007) e
caquexia geriatrica (YEH et al., 2001), o que torna incerto o efeito da atividade
fisica na imunidade de mulheres na menopausa, visto que ndo ha um corpo

suficiente de evidéncias na literatura cientifica.

Em pesquisa realizada de forma sistematica nas bases de dados
bibliograficos MedLine/PubMed, SciELO, Scopus, Lilacs e Bireme, com as
palavras-chave Humans; Immune System; Physical Activity; Physical Fitness;
Exercise; Postmenopause; Postmenopausal Period; Humanos; Sistema
Imunolégico; Pds-Menopausa; Atividade Fisica; Aptiddo Fisica e Exercicio,
limitando para ensaios clinicos randomizados, foram encontrados oito estudos,
sendo que destes, cinco concluiram que a AF moderada atuou positivamente
na funcao imune (CAMPBELL et al., 2009; CHUBAK et al., 2006; JOHANNSEN
et al., 2012; KARADENIZ et al., 2002; PRESTES et al., 2009) e os demais que
nao houve associacdo (CAMPBELL et al.,, 2008; IMAYAMA et al.,, 2012;
STEWART et al., 2010). N&o foram encontrados resultados negativos entre a
pratica de AF e a imunidade de mulheres menopausadas, nem estudos com AF

intensa.

Ademais, notamos que h& uma lacuna sobre o efeito de diferentes
volumes de exercicio fisico sobre a imunomodulacdo de mulheres
menopausadas, pois apenas dois estudos foram encontrados sobre essa
tematica, com resultados divergentes (JOHANNSEN et al., 2012; STEWART et
al., 2010) e mensurando diferentes parametros, sendo que houve modificacbes
guando o total de leucécitos e neutrofilos foram medidos (JOHANNSEN et al.,
2012) e sem associacdo no que se refere a PCR (marcador inflamatério)
(STEWART et al., 2010). Nao foi encontrado estudo em que a intervencgao fora
realizada com treinamento concorrente, e apenas um estudou com treinamento
resistido (PRESTES et al.,, 2009). O restante foi com exercicio aerébio
moderado, evidenciando uma lacuna de ensaios clinicos randomizados

intervindo com diferentes tipos de AF.
2.5 Alimentacgéo e imunidade

A alimentacdo pode alterar o sistema imune com o treinamento fisico,

pois, em relacdo aos macronutrientes, atletas de endurance que ingerem
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bebidas carboidratadas durante uma competicdo ou ensaio prolongado sofrem
uma menor queda na imunidade do que atletas que n&o consomem
carboidratos (SCHARHAG et al., 2006), tanto em maratonas (NIEMAN et al.,
2001), quanto em 2,5 horas de uma corrida de alta intensidade ou de ciclismo
em triatletas (NIEMAN et al., 1998), sugerindo uma otimizacdo, mediada pelos
carboidratos, do sistema imune durante o exercicio prolongado de alta
intensidade. No entanto, esse efeito ndo é observado em treinamento intenso
de resisténcia (NIEMAN et al., 2004).

No que se refere ao consumo de micronutrientes, a suplementacdo com
as vitaminas antioxidantes C e E potencializa o sistema imune em adultos
jovens e sadios de forma mais pronunciada do que a suplementagcdo de
apenas umas delas (JENG et al., 1996). Ainda, o suplemento diario de 200 mg
de vitamina E aprimora indices das células T em individuos idosos e sadios
(MEYDANI et al., 1997). Porém, a suplementacao diaria prolongada com uma
dose fisiolégica de vitaminas e minerais ou com 200 mg de vitamina E néo
reduziu a incidéncia nem a gravidade de infec¢cdes agudas do trato respiratério
em idosos. Dos que possuiam a infeccdo, suplementacdo de vitamina E
aumentava a duracdo da enfermidade e restricdo da atividade (GRATT et al.,
2002). Para praticantes de exercicios intensos prolongados, a suplementacao
de vitamina C melhora a imunidade, principalmente nos predispostos a
infeccbes no trato respiratério superior (HEMILA, 1996; PETERS-FUTRE,
1997).

3. Metodologia
3.1 Delineamento:

Trata-se de um ensaio clinico randomizado.
3.1.1 Cegamento:

O estudo serd uni-cego, pois quem analisara o0s resultados
desconhecera o tratamento. Isso devido a impossibilidade de cegamento da
amostra e pesquisador perante o tratamento (variavel independente), que se

trata de treinamento fisico.
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3.2 Populacgéo:
Mulheres menopausadas que residem na cidade de Pelotas, RS.
3.3 Amostra:

Amostra calculada para alfa (ou erro) de 5%, beta (ou poder) de 80%,
considerando as médias e desvios-padréo dos niveis da PCR (AKBARPOUR,
2013), sera de seis sujeitos em cada um dos quatro grupos, totalizando 24
sujeitos. Sera realizada amostragem aleatéria por conveniéncia de 42 mulheres
da fila de espera do Nucleo de Atividades para a Terceira Idade (NATI), da
Escola Superior de Educacédo Fisica (ESEF) da Universidade Federal de
Pelotas (UFPel).

3.4 Randomizagao:

Sera realizada alocacao sistematica com base no IMC em um dos quatro
grupos [1- controle sedentério; 2- 60% da recomendacao semanal de atividade
fisica; 3- 100% da recomendacao; 4- 140% da recomendacédo (WHO, 2010)].

3.5 Adesao ao estudo:

Serd necessaria uma frequéncia superior a 91% do total de sessdes
para considerar que a mulher aderiu ao programa, sendo excluidas do estudo

caso faltem um nimero maior que 3 sessodes.
3.6 Critérios de incluséo:

Serdo incluidas no estudo todas as mulheres menopausadas (pelo
menos ha um ano sem menstruacao), que concordem participar do estudo e

sem impedimentos fisicos de qualquer ordem.
3.7 Critérios de excluséo:

Serdo excluidas do estudo aquelas pessoas que responderem
positivamente a, pelo menos, uma das questfes do instrumento PAR-Q (Anexo
6.1), que apresentarem historico de diabetes e/ou cancer, que tiveram o0s

ovarios removidos cirurgicamente e utilizem betablogueadores.
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Aléem disso, serdo excluidas da pesquisa caso uma das variaveis
mensuradas durante o teste de esforco ndo tenham o comportamento
adequado (elevacdo estagio-dependente da pressdo arterial sistdlica e

frequéncia cardiaca e queda ou manutencao da pressao arterial diastélica).

3.8 Variaveis do estudo:

Varidveis Definicao Escala Operacionalizagao
Dependentes
Atividade enzimatica da Numeérica u/L
ADA continua
Proteina C-reativa Numérica mg/L
continua
Interleucina-6 Numérica pg/mL
continua
Substancias reativas ao Numeérica Nmol TBARS/mg de
acido tiobarbiturico continua proteina
(TBARS)
Conteudo tidlico total Numérica nmol TNB/mg de
continua proteina
Atividade da catalase Numeérica U/mg proteina
continua
Atividade da superéxido = Numérica U/mg proteina
dismutase continua
Aptiddo fisica Numérica mL.kgt.min?
continua
Independentes
Volume de exercicio Categorica Escalade1a4 1= controle (sedentario)
ordinal 2=50% recomendagdo

3=75% recomendagao
4= 100% recomendagao
Independentes (possiveis
varidveis de confusdo)

indice de massa corporal  Categdrica Escaladela3 1= eutrdfico
ordinal 2= sobrepeso
3= obesidade
Alimentacao Numérica Kcal
Continua
Escolaridade Categorica Escaladela5 1= nenhum ou primario
ordinal incompleto

2= até a 42 série (antigo
primario) ou ginasial
(primeiro grau)
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incompleto

3= ginasial (primeiro
grau) completo ou
colegial (segundo grau)
incompleto

4= colegial (segundo
grau) completo ou
superior incompleto
5= superior completo

Renda familiar Numérica Em reais
continua

Idade Numeérica Anos completos
discreta

Ne de passos/dia Numérica Passos/dia
discreta

Nivel de atividade fisica Numeérica Minutos de atividade

no dominio do lazer e continua fisica

deslocamento

Remédios de uso Categorica

continuo nominal

Forga de preensao Numeérica Kgf

manual continua

O VO2ico serad estimado através de um protocolo submaximo em
cicloergbmetro em dois momentos do estudo (na linha base e na 122 semana).
Os sujeitos irdo se exercitar em uma carga constante durante seis minutos, na
qual, no final do sexto minuto, a FC esteja entre 130 e 170 bpm. Para a
seguranca dos sujeitos, a PA serd medida ao final de cada minuto. O VO2pico

sera estimado utilizando a equacéao proposta por Marley & Lionnerud (1976).

O nivel de atividade fisica serd medido através das secdes de lazer e
deslocamento do International Physical Activity Questionnaire (IPAQ), verséo

longa, com periodo recordatério de uma semana habitual

A pressao arterial sera coletada por meio de um esfigmomanémetro de
aneroide e estetoscopio, ambos da marca BD. A frequéncia cardiaca sera
mensurada através de um frequencimetro da marca Polar. A percepcao de
esforco serd medida por intermédio da escala de esfor¢o percebido de Borg,

variando de 6 a 20.
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O teste de preensdo manual sera realizado através de dinamoetria, com
dinamdmetro da marca Takei Scientific Instruments e modelo T.K.K.5401, onde
a pessoa se posicionard em pé, com as pés unidos, bracos junto ao corpo, com
cotovelos estendidos e com a mao dominante segurando o dinamémetro.
Quando o pesquisador der um sinal, a pessoa tera 3 segundos para apertar o
aparelho. Serdo realizadas trés tentativas e serd utilizado o maior valor

encontrado.

A massa corporal serd coletada através de uma balanca eletronica
digital marca Filizola com resolucdo de 0,1kg. A estatura sera medida com
estadibmetro de parede tendo a escala de resolucdo de 0,1 centimetros. A
partir das variaveis peso e altura serd calculado o indice de massa corporal
(IMC) utilizando critérios de classificacdo segundo a WHO (1995).

O consumo de bebidas alcodlicas sera coletado através das perguntas:
1) Alguma vez na vida vocé ja ingeriu bebida alcodlica?; 2) Vocé ingere bebida
alcoodlica atualmente?; 3) Se vocé ndo bebe atualmente, ha quanto tempo
parou de beber?; Se bebe atualmente, bebe diariamente uma dose, mais de
uma dose ou esporadicamente?; 4) Nos ultimos 30 dias, qual o maximo de

doses que vocé bebeu em uma mesma ocasiao?.

Os remédios de uso continuo serdo coletados por uma questdo aberta
onde sera perguntado se a pessoa utiliza algum remédio de uso continuo e,
caso positivo, para qual doenca, qual o nome do medicamento e a dosagem

ingerida.

O sangue periférico sera coletado em frascos sem e com anticoagulante
(Heparina) por um enfermeiro treinado. O plasma e o soro serdo separados e
armazenados. Os eritrécitos serdo isolados, lavados com solucéo fisioldgica,
diluidos em agua e armazenados em freezer (—80°C). A atividade da ADA ser&a

determinada segundo Guisti e Galanti (1984) e expressa em U/L.

A determinacdo de substancias reativas ao acido tiobarbitirico seré
realizada pelo método de Esterbauer e Cheeseman (1990). A curva de
calibracdo sera realizada utilizando 1,1,3,3-tetrametoxipropano, seguindo o
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mesmo tratamento das amostras. Os resultados serdo calculados em nmol de
TBARS/mg proteina.

A medida do conteudo tidlico total sera realizada pelo método de
Aksenov e Markesbery (2001). Os resultados serdo expressos em nmol

TNB/mg de proteina.

A determinacédo da atividade da catalase sera determinada de acordo
com o método descrito por Aebi (1984), baseado na decomposicdo da H202,
acompanhada a 240 nm, a temperatura ambiente. Os resultados serdo
expressos em unidades /mg de proteina (sendo uma unidade definida como a
quantidade de enzima que decompde 1 pmol de H202/min/mg de proteina). A
atividade da superéxido dismutase sera realizada utilizando kit comercial
RANSOD® (Randox Laboratories, UK).

Os niveis séricos de PCR serdo determinados pela técnica de ELISA,
com a utilizacédo do kit comercial da R&D Systems (Minneapolis, MN, EUA) de
acordo com as instrucdes do fabricante.

A quantificacdo da IL-6 no soro sera avaliada por Elisa, utilizando Kits
comerciais (eBIOSCIENCE, San Diego, USA), seguindo instrucdes do

fabricante.
3.9 Intervencao:

Todos os nomes da lista de espera de ginastica do projeto NATI, da
ESEF-UFPel, serdo contatados via telefone para verificar se ha interesse em
participar da pesquisa e, caso positivo, averiguar se preenchem os critérios de
inclusdo e se tém diabetes e/ou qualquer tipo de cancer e, caso tenham

hipertenséo, se utilizam betablogueadores.

Caso algum sujeito ndo preencha os critérios de inclusdo e tenha
diabetes e/ou qualquer tipo de cancer e utilize betabloqueador para controlar a
hipertensdo, ele ndo participara do estudo e voltara a lista de espera. Para todo
sujeito excluido nesta fase, outro serda sorteado para 0 contato inicial,

garantindo o namero previsto de participantes.
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Todas as mulheres selecionadas que concordem em participar da
pesquisa irdo a ESEF na semana seguinte para assinar o termo de
consentimento livre e esclarecido, responder um instrumento que avalia a
prontiddo para atividade fisica (PAR-Q), retirar aproximadamente 10 mL de
sangue intravenoso (onde serdo coletados todos os dados bioquimicos) e
medir massa corporal e estatura, utilizados posteriormente no célculo do indice
de massa corporal (IMC). Caso respondam positivamente a uma questdo do
PAR-Q, serdo excluidas do estudo, direcionadas a Unidade Basica de
Atendimento da area de abrangéncia de sua residéncia para que um médico
realize uma avaliacdo de saude fisica e, também, serdo realocadas a fila de

espera do projeto.

Os participantes serdo marcados, dependendo de sua disponibilidade,
para retornar a ESEF individualmente a partir da semana seguinte, para coletar
os dados restantes de linha base. Serd marcado um participante por hora. A
coleta se dara na seguinte ordem: 1) Preenchimento de um questionario (que
compreendera as variaveis idade, sexo, nivel socioecondmico, escolaridade,
consumo de bebidas alcodlicas, nivel de atividade fisica no dominio do lazer e
deslocamento e remédios de uso continuo); 2) recordatério alimentar de 24
horas; 3) medida da pressédo arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC) de
repouso;4) teste de preensdo manual; 5) teste de caminhada de 6 minutos; 6)
entrega do pedémetro para que elas usem em tempo integral até o primeiro dia

de intervencéo.

Caso algum sujeito seja excluido da amostra por anormalidade na PA ou
na FC, tanto de repouso, quanto em exercicio, sera realizado um laudo que
sera direcionado a uma unidade basica de saude e/ou cardiologista e outra
pessoa da fila de espera do NATI sera sorteada para compor seu lugar,

garantindo o namero previsto de participantes.

Serd realizada média de passos por semana de todos 0s grupos
referente ao tempo de uso do peddémetro até o primeiro dia de intervengéo para

calcular os passos por semana de linha base.
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A alocacdao dos sujeitos nos diferentes grupos do estudo se dara apoés a
coleta das informacgdes de linha base, e os participantes serdo notificados via
telefone sobre o resultado da alocacéao.

A intervenc@o comecgara na semana seguinte ao término das avaliagfes
de linha base e se desenvolvera durante 12 semanas, com 0s treinamentos
sendo realizados todas as segundas, quartas e sextas-feiras das 8 horas as 9
horas e 10 minutos (12 turma da manha), das 9 horas e 10 minutos as 10 horas
e 20 minutos (22 turma da manhd) e das 15 horas as 16 horas e 10 minutos
(turma da tarde). Cada participante participard de uma unica turma
(independente da duracdo da sessdo do mesmo), a qual serd agendada
previamente ao inicio da intervencao dependendo da disponibilidade de cada

um, podendo haver trocas de horario caso necessério.

O grupo 60% da recomendacgdo semanal de atividade fisica realizar4 30
minutos por sessdo de exercicio fisico, sendo que destes, 15 minutos serdo
destinados a realizagdo de exercicio aerobio realizado em bicicletas
ergométricas horizontais e 15 minutos de exercicios resistidos nos aparelhos

de musculacéo.

O grupo 100% da recomendacao semanal de atividade fisica realizara
50 minutos por sessao de exercicio fisico, sendo que destes, 25 minutos serdo
destinados a realizagdo de exercicio aerdbio realizado em bicicletas
ergométricas horizontais e 25 minutos de exercicios resistidos nos aparelhos

de musculacéo

O grupo 140% da recomendacao semanal de atividade fisica realizara
70 minutos por sessédo de exercicio fisico, sendo que destes, 35 minutos seréo
destinados a realizacdo de exercicio aerébio realizado em bicicletas
ergométricas horizontais e 35 minutos de exercicios resistidos nos aparelhos

de musculagéo.

A cada trés semanas, partindo da primeira semana de intervengao,
serdo realizadas novas coletas sanguineas para analisar o efeito dose-resposta

longitudinal nos parametros bioquimicos, junto com medidas de peso, altura e o
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teste de preensdo manual. Essas coletas serdo realizadas nas quintas-feiras

para ndo serem realizadas junto com o treinamento.

As mulheres irdo utilizar pedometros durante os trés meses de
intervencdo e sO retirardo no momento da sessdo do exercicio fisico
estruturado, onde o avaliador tomara nota, na propria ficha da participante, do
namero de passos realizados nos dias entre as sessfes. Os pedémetros seréo
da marca Digi-Walker, modelo SW-700.

O recordatério alimentar de 24 horas sera realizado em trés momentos
do estudo: ao inicio (linha base), na metade (6% semana) e ao final (122
semana), para analisar a manutencdo ou diferenca do comportamento

nutricional, principalmente referente a ingestdo de micronutrientes.

A intensidade do exercicio aerébio sera determinada através da
percepcdo do esforco, onde os sujeitos da pesquisa irdo se exercitar entre 0s

niveis 14 e 15 da escala de esfor¢o percebido de Borg.

O treinamento resistido serd uma adaptagdo da periodizacdo linear
proposta por Botero et al. (2013) para mulheres menopausadas, onde as
participantes serdo submetidas a uma semana de adaptacdo em que serdo
realizadas 2 séries de 10 a 12 repeticbes submaximas em cada aparelho de
musculacdo. Durante essa fase, sera enfatizada a correta execucdo dos

movimentos, bem como a familiarizacdo com os exercicios de resisténcia.

Na semana seguinte (semana 2), comecara a realizacdo do treinamento
resistido periodizado, o qual ser4d composto de trés séries para cada aparelho
de musculacéo, com intervalo de um minuto entre elas, variando as repeticdes
maximas (RM) da seguinte maneira: 1) semana dois a semana quatro: de 12 a
14 RM; 2) semanas 5-8: 10 a 12 RM; 3) semanas 9-12: 8 a 10 RM. Os grupos
musculares exercitados durante o treinamento resistido ser&o: peitoral, dorsal,

quadriceps e biceps femoral, biceps braquial e triceps.

Todas as sessdes de exercicio fisico serdo monitoradas por pessoas
treinadas para garantir a execucéo perfeita dos exercicios no que diz respeito a
postura, volume e intensidade, as quais, serdo alunos do curso de Licenciatura

e Bacharelado em Educacao da Universidade Federal de Pelotas.
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3.10 Capacitacao:

Os monitores do treinamento fisico serdo treinados durante um turno no
que diz respeito a apresentacdo visual da ficha individual de treinamento dos
sujeitos da pesquisa, 0s exercicios que serdo realizados, a forma correta de
realiza-los, a periodizacdo de toda a intervencdo e o tempo da sessdo de

treinamento de cada grupo.

O pesquisador principal e a nutricionista colaboradora ja estdo

capacitados quanto a aplicacdo do recordatorio alimentar de 24 horas.

Os integrantes da pesquisa que irdo manusear 0 sangue terdo um
treinamento de um turno sobre suas respectivas funcdes, onde serao
realizadas todas as andlises do estudo, porém com amostras sanguineas que
estdo estocadas no laboratério de Biomarcadores do Centro de Ciéncias

Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos da Universidade Federal de Pelotas.

A analise dos parametros bioquimicos do sangue sera realizada no
laboratério de Biomarcadores do Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas
e de Alimentos da Universidade Federal de Pelotas por pessoas treinadas nas

analises de interesse.

Os integrantes que irdo aplicar o questionario terdo um turno de

treinamento para a familiarizacdo com o instrumento e técnica de entrevista.
O treinamento das equipes sera em dias diferentes.

3.11 Controle de qualidade:

Para o controle de qualidade, as amostras sanguineas serdo analisadas
em triplicata; serdo realizadas reunibes semanais de acompanhamento com as
pessoas da equipe gue irdo supervisionar o treinamento fisico; durante toda a
intervencdo e nas analises do resultado cada membro da equipe terd uma
tnica funcdo a desempenhar e os dados serdo digitados em duplicata no
software EpiData 3.1.
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3.12 Analise estatistica:

Para a realizacéo da analise estatistica sera utilizado o pacote estatistico
Stata 12.0. O teste de Shapiro-Wilk sera utilizado para determinar a
normalidade de distribuicdo e o teste de Bartlet para verificar a homogeneidade
das variancias. Em caso de atendimento aos pressupostos anteriormente
mencionados, sera utilizado Analise de Variancia Fatorial seguido do post hoc
de Tukey. Em caso de ndo atendimento dos pressupostos, sera utilizado o
Teste de Friedman ou a variavel serd transformada para logaritmo.
Adicionalmente serd testada tendéncia linear entre os diferentes grupos. Os
resultados serdo expressos como meédia + desvio padrdo. As variaveis
passos/dia, e consumo alimentar (especialmente micronutrientes), caso
atendam os pressupostos de normalidade serdo testadas através da Andlise de
Variancia Fatorial, caso contrario, pelo teste de Friedman. Em caso de
diferencas estatisticamente significantes entre os grupos e/ou entre o0s
momentos, serdo introduzidas na analise para controle de confusado a partir da
Andlise de Covariancia (ANCOVA). Todas as andlises serao feitas por intencao

de tratar. O nivel minimo de significAncia aceito seréa de 5%.

3.13 Aspectos éticos:

O projeto sera submetido para a Plataforma Brasil visando a aprovacao
no comité de ética em pesquisa com seres humanos. Neste estudo existem
riscos normais a pratica de exercicios fisicos. Além disso, a intervengdo e os
testes fisicos serdo supervisionados por pessoal formado em primeiros-
socorros, aptos a prestarem atendimento emergencial e, caso ocorra algum

problema, a SAMU (fone: 192) sera acionada.

Todos os participantes irdo assinar o termo de consentimento livre e
esclarecido (anexo 2). ApGs a intervencdo, sera oferecido ao grupo controle
realizar um dos protocolos de treinamento utilizados neste estudo por tempo
indeterminado, ja que, em virtude do delineamento de pesquisa, € necessario

que um dos grupos ndo seja exposto a intervencdo para garantir que 0s

possiveis resultados encontrados sejam devido a intervencao, e ndo ao acaso.
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O beneficio de participar da pesquisa relaciona-se ao fato que os
resultados serdo incorporados ao conhecimento cientifico e posteriormente a
situagbes de ensino-aprendizagem. O beneficio direto para a amostra do
estudo é que todas as mulheres irdo comecar a um programa de exercicios
fisicos antes do que se continuassem na fila de espera do NATI (mesmo o
grupo controle), pois elas s6 seriam alocadas no NATI no ano de 2015. Apos o
estudo, as mulheres que desejarem, poderdo continuar o programa de

exercicio fisico sem algum custo por tempo indeterminado.

Todas as mulheres que (durante os testes ou durante a intervencao)
apresentarem algum problema de saude, serdo encaminhadas para a Unidade
Béasica de Atendimento da area de abrangéncia de sua residéncia junto com

um laudo escrito pelo pesquisador.

Por se tratar de um ensaio clinico randomizado, o projeto sera
submetido ao ClinicalTrials (http://clinicaltrials.gov/) e ao site especifico para
registro de ensaios clinicos do Ministério da Saude do Brasil

(http://www.ensaiosclinicos.gov.br/).
4. Orcamento
Parametros de estresse oxidativo: R$ 1.500,00 (Kit SOD + acido tiobarbitarico);

ADA: R$ 1.000,00 (adenosina).
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS

ESCOLA SUPERIOR DE EDUCACAO FiSICA

PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM EDUCACAO FISICA

EFEITO DOSE-RESPOSTA ENTRE DIFERENTES VOLUMES DE EXERCICIO ESTRUTURADO NA
IMUNOMODULACAO E SISTEMA REDOX EM MULHERES MENOPAUSADAS.

PAR-Q
Nome:
Data: [/ |
1. Alguma vez, um médico ou profissional de salde disse que vocé possui um | SUPERMED___
problema no coracdo e recomendou que fizesse atividade fisica sob supervisédo
médica?
(0) Sim (1) Nao
2.Vocé sente ou ja sentiu dor no peito quando faz atividade fisica? DPEIAF___
(0) Sim (1) Nao
3. Vocé sentiu dor no peito, sem fazer esfor¢cos nos ultimos meses? DPEIREP___
(0) Sim (1) N&o
4. Vocé tende a cair ou perder a consciéncia como resultado de tonteira? TONT___
(0) Sim (1) Nao

com a pratica de atividade fisica?

5. Vocé tem algum problema 6sseo, muscular ou articular que poderia ser agravado

(0) Sim (1) N&o

6. Algum médico j4 recomendou o uso de medicamentos para a sua pressao arterial
ou condicdo cardiovascular (ex: diuréticos e outros)?

PROSS___

BBLOQ
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(0) Sim (1) Nao

7. Vocé tem conhecimento, através de sua propria experiéncia ou aconselhamento
meédico, de alguma outra razdo que o impeca de praticar atividades fisicas sem

supervisao médica?

(0) Sim (1) N&o

SUMED___
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7.2 Termo de consentimento livre e esclarecido:

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pesquisador responsavel: Airton José Rombaldi

Instituigao: Escola Superior de Educacéo Fisica da Universidade Federal de Pelotas
Endereco: Rua Luiz de Camdes, 625, Pelotas/RS

Telefone: (53) 3273-2752

Concordo em participar do estudo “Efeito dose-resposta de diferentes volumes de exercicio
estruturado na atividade da adenosina deaminase, proteina-C-reativa e sobre parametros de
estresse oxidativo em mulheres menopausadas”. Estou ciente de que estou sendo convidado a
participar voluntariamente do mesmo.

PROCEDIMENTOS: Fui informado de que o objetivo geral do estudo sera “Verificar o efeito
dose-resposta de diferentes volumes de um programa de exercicios fisicos estruturado na
atividade da adenosina deaminase, proteina-C-reativa e sobre parédmetros de estresse
oxidativo em mulheres menopausadas ao longo de 12 semanas”, cujos resultados serdo
mantidos em sigilo e somente serdo usadas para fins de pesquisa. Estou ciente de que a
minha participacdo envolvera "ser sorteada em um dos grupos de exercicio ou no grupo
controle e, caso sorteada para 0 grupo exercitado, realizar um programa estruturado de
exercicios fisicos durante trés meses ou, caso sorteada para o grupo controle, realizar aulas de
pintura uma vez por semana. Serdo realizadas trés coletas sanguineas, junto com medidas de
peso, altura e o teste de preensdo manual durante o periodo de estudo. No inicio e ao final da
intervencao, irei realizar um teste submaximo de esforgo e preencher um recordatério alimentar
(que sera preenchido, também, na metade do estudo). Também irei utilizar um pedémetro, em
tempo integral, durante toda a intervencgéao".

RISCOS E POSSIVEIS REACOES: Fui informado que existem riscos normais & pratica de
exercicios fisicos. Além disso, a intervenc@o e os testes fisicos serdo supervisionados por
pessoas formadas em primeiros-socorros, aptos a prestarem atendimento emergencial e, caso
ocorra algum problema, a SAMU 192 sera chamada.

BENEFICIOS: O beneficio de participar da pesquisa relaciona-se ao fato que os resultados
serdo incorporados ao conhecimento cientifico e posteriormente a situacdes de ensino-
aprendizagem, além de que, irei comecar um programa estruturado de exercicios fisicos antes
do que se continuasse na fila de espera do projeto NATI.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA: Como ja me foi dito, minha participacdo neste estudo sera
voluntaria e poderei interrompé-la a qualquer momento.

DESPESAS: Eu ndo terei que pagar por nenhum dos procedimentos, nem receberei
compensagoes financeiras.

CONFIDENCIALIDADE: Estou ciente que a minha identidade permanecera confidencial
durante todas as etapas do estudo.

CONSENTIMENTO: Recebi claras explicacbes sobre o estudo, todas registradas neste
formulario de consentimento. Os investigadores do estudo responderam e responderdo, em
gualquer etapa do estudo, a todas as minhas perguntas, até a minha completa satisfagdo.
Portanto, estou de acordo em participar do estudo. Este Formulario de Consentimento Pré-
Informado sera assinado por mim e arquivado na instituicdo responsavel pela pesquisa.

Nome do participante/representante legal:
Identidade:

ASSINATURA: DATA: / /

DECLARACAO DE RESPONSABILIDADE DO INVESTIGADOR: Expliquei a natureza,
objetivos, riscos e beneficios deste estudo. Coloquei-me a disposicdo para perguntas e as
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respondi em sua totalidade. O participante compreendeu minha explicacdo e aceitou, sem
imposicdes, assinar este consentimento. Tenho como compromisso utilizar os dados e o
material coletado para a publicacdo de relatérios e artigos cientificos referentes a essa
pesquisa. Se o participante tiver alguma davida ou preocupacéo sobre o estudo pode entrar em
contato através do meu endereco acima. Para outras consideracdes ou dividas sobre a ética
da pesquisa, entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da ESEF/UFPel — Rua
Luis de Camdes, 625 — CEP: 96055-630 - Pelotas/RS; Telefone CEP (53)3273-2752.

ASSINATURA DO PESQUISADOR RESPONSAVEL:




7.3 Instrumento para coleta de dados de linha base:
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4

lr UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
ESCOLA SUPERIOR DE EDUCAGAO FiSICA

PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM EDUCACAO FISICA

EFEITO DOSE-RESPOSTA DE DIFERENTES VOLUMES DE EXERCICIO ESTRUTURADO NA ATIVIDADE DA
ADENOSINA DEAMINASE, PROTEINA-C-REATIVA E SOBRE PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO EM
MULHERES MENOPAUSADAS: UM ENSAIO CLINICO RANDOMIZADO

Questionario

N° do questionario (n&o preencher)

NQUES___

1. Data: S

DATA_/ | __

2. Nome:

3. Data de Nascimento: / /

DNASC_/ |

4. Renda Familiar (em reais):

RENFAM

5. Estado Civil:

(0) Casada ou vive com companheiro
(1) Solteira

(2) Separada

(3) Vitva

(9) IGN

ESTCI

6. Cor da pele:
(0) Branca

(1) Negra

(2) Outro

(9) IGN

COR

7. Escolaridade:

(0) Ensino fundamental incompleto
(1) Ensino fundamental completo
(2) Ensino médio incompleto

(3) Ensino médio completo

(4) Ensino superior incompleto

(5) Ensino superior completo

(9) IGN

ESC

8. Vocé utiliza algum remédio de uso continuo?
(0) Nao
(1) Sim

Qual?

Dosagem:

REMED
QUAL
DOS
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(9) IGN

Tabagismo

9. Vocés ja fumou alguma vez navida?

(0) Ndo (PULE PARA O PROXIMO BLOCO, QUESTAO 14)
(1) Sim

(9) IGN

JAFUM

10. Vocé fuma atualmente?

(0) Nao

(1) Sim (PULE PARA QUESTAO 12)
(8) NSA

(9) IGN

FUMO

11. Se vocé ndo fuma atualmente, ha quanto tempo parou de fumar?
anos meses (PULE PARA QUESTAO 14)

(888) NSA

(999) IGN

PAROUTEM

12. Se fuma atualmente:

(0) Fuma diariamente (um ou mais cigarros por dia h4 mais de um més)

(1) Fuma ocasionalmente (um ou mais cigarros no més) (PULE PARA QUESTAO 14)
(8) NSA

(9) IGN

FUMAATU

13. Se fuma diariamente, quantos cigarros fuma por dia?
_______cigarros

(888) NSA

(999) IGN

NUMCIGAR

Consumo de bebidas alcodlicas

Lembrando que uma dose refere-se a 285 mL (1 copo) de cerveja, ou 120 mL (1 taca) de vinho, ou 30 mL (1

shot —como de dose) de destilados.

14. Alguma vez na vida vocé ingeriu bebida alcodlica?
(0) Nao (PULE PARA A QUESTAO 19)

(1) Sim

(9) IGN

JABEB

15. Vocé ingere bebida alcodlica atualmente?
(0) Nao

(1) Sim (PULE PARA A QUESTAO 17)

(8) NSA

(9) IGN

BEBO

16. Se vocé bebe atualmente, hd quanto tempo parou de beber?
anos meses (PULE PARA QUESTAO 19)

(888) NSA

(999) IGN

PAROUBEBTEM
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17. Se bebe atualmente:

(0) bebe diariamente (uma dose)

(1) bebe diariamente (mais de uma dose)
BEBEATU

(2) bebe esporadicamente
(8) NSA

(9) IGN

18. Nos ultimos 30 dias, qual o maximo de doses que vocé bebeu em uma mesma
ocasiao?

__ doses MAXDOS
(888) NSA
(999) IGN

Agora vamos conversar sobre atividades fisicas. Para responder essas perguntas vocé deve saber que

atividades fisicas fortes sdo as que exigem grande esforco fisico e que fazem respirar muito mais rapido que

o normal. Atividades fisicas médias sédo as que exigem esforgo fisico médio e que fazem respirar um pouco

mais rapido que o normal. Em todas as perguntas sobre atividade fisica, considere uma semana habitual e

responda somente sobre aquelas que duram pelo menos 10 minutos sequidos.

Agora eu gostaria que vocé pensasse apenas nas atividades que vocé faz no seu tempo livre, lazer.

19. Quantos dias por semana vocé faz caminhadas no seu tempo livre?

3 ANDADIALA
(0) Nenhum, PULE PARA A QUESTAO 21 1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) dias

20. SE CAMINHA: Nos dias em que vocé caminha no seu tempo livre, quanto tempo

no total duram essas caminhadas por dia?
_ _ ANDALA
horas _ minutos=__ _  minutos

21. Quantos dias por semana vocé faz atividades fisicas FORTES no seu tempo livre,
como correr, fazer ginastica de academia, pedalar em ritmo r4pido, praticar esportes
competitivos, etc.?

3 DIASFORLA___
(0) Nenhum, PULE PARA A QUESTAO 23 1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) dias

22. SE FAZ ATIVIDADES FISICAS FORTES: Nos dias em que vocé faz essas

atividades FORTES, quanto tempo no total elas duram por dia?
_ _ TEMFORLA_
___horas ____ minutos=__ ___ minutos

23. Quantos dias por semana vocé faz atividades fisicas MEDIAS sem contar as
caminhadas no seu tempo livre, como nadar ou pedalar em ritmo médio, praticar
esportes por diversao, etc.? DIASMEDLA_
(0) Nenhum, PULE PARA A QUESTAO 25 (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) dias

24. SE FAZ ATIVIDADES FISICAS MEDIAS: Nos dias em que voceé faz essas atividades

MEDIAS, quanto tempo no total elas duram por dia?
) ) TEMMEDLA___
_ horas __ _ minutos=___ _ minutos

Agora eu gostaria que vocé pensasse como vVocé se desloca de um lugar ao outro. Pode ser aida e vinda do

trabalho, quando vai fazer compras, visitar amigos, ir ao supermercado, etc. Lembre de falar apenas das

atividades que vocé faz em uma semana habitual e que duram pelo menos 10 minutos sequidos.
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25. Em uma semana habitual quantos dias vocé anda de carro, 6nibus?

. DIAVEIC

(0) Nenhum, PULE PARA A QUESTAO 27 (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) dias
26. SE USOU CARRO, ONIBUS: Nesses dias, quanto tempo no total vocé andou de
carro e/ou dnibus por dia?

. . TEMVEIC____
___horas minutos = minutos
27. Quantos dias por semana vocé usa a bicicleta para ir de um lugar a outro? DIABIC
(0) Nenhum, PULE PARA A QUESTAO 29 (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) dias -
28. SE USA BICICLETA: Nesses dias, quanto tempo no total vocé pedala por dia? TEMBIC

horas__ _ minutos=___ _ minutos

29. Quantos dias por semana vocé caminha para ir de um lugar a outro?
(0) Nenhum, PULE PARA A QUESTAO 31 (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) dias

ANDADIADESL

30. SE CAMINHA: Nesses dias, quanto tempo no total vocé caminha por dia?

___horas __ minutos=_ _ minutos ANDADESL
Alimentacéao
31. Recordatério alimentar de 24 horas
Refeicéo Alimento Quantidade Marca OBS

(gr/medida caseira)

Café da manha

Local:

Horario:
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Lanche da manha

Local:

Horario:

Almoco

Local:

Horario:
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Lanche datarde 1

Local:

Horario:

Lanche datarde 2

Local:

Horario:

Jantar
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Local:

Horario:

Ceia

Local:

Horario:
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Fim do recordatério alimentar

Resultados dos testes

32. Frequéncia cardiaca de repouso:

passos

FCR
bpm
33. Presséo arterial de repouso:
PAR
| mmHg
34. Teste de preensdo manual:
KGF
kgf
35. Distancia percorrida no teste de 6 minutos: 6
metros
36. Peso:
PESO
kg
37. Altura:
ALTUR
cm
38. Passos por dia:
PASSOS
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2. Relatorio do trabalho de campo

(Dissertacao de Matheus Pintanel Silva de Freitas)
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Relatdrio do trabalho de campo:

Destinei esse espaco para dissertar a respeito das mudancas do projeto de
pesquisa original que foram necessarias para a realizacdo do estudo. A
metodologia do artigo 2 da presente dissertacdo explica detalhadamente a

metodologia utilizada.

O estudo foi realizado quase que inteiramente como descrito no projeto, porém,
em decorréncia de alguns aspectos, as mudancas listadas abaixo foram

necessarias para o desenvolvimento da pesquisa.

Inicialmente, previa-se que as coletas sanguineas seriam realizadas a cada
trés semanas, porém isso aumentaria a chance de recusa e o preco do estudo.
Devido a isso, optou-se por realizar apenas trés coletas no decorrer da
intervencao (na linha base, no meio —62 semana— e no final do estudo —122
semana-). Para assegurar que mediriamos os efeitos crénicos do exercicio, e
ndo os efeitos agudos, optou-se por realizar as coletas sanguineas 48 horas

apos a ultima sesséao de exercicio fisico.

Alguns desfechos bioquimicos precisaram ser modificados. Caso
analisassemos o0s niveis de PCR e IL-6, o custo do estudo estaria
demasiadamente alto. Como as perdas comecaram a ser maiores do que
esperavamos, e o calculo do tamanho de amostra pela IL-6 gerava um namero
menor de pessoas por grupo, optou-se pela retirada da PCR. Em contrapartida,
ja possuiamos os kits para analise da Butirilcolinesterase (BChE), entédo
substituimos a PCR pela BChE. Ademais, o espectrofotdmetro utilizado nas
analises da atividade da catalase estragou uma semana ap0s nossas analises,
e como os valores estavam demasiadamente absurdos, resolveu-se retira-los
das analises evitando um possivel erro de medida em decorréncia de

problemas no equipamento.

No gue se refere as sessbes de treinamento resistido, ao invés de fazermos
como estava planejado (o que, possivelmente, impediria a realizagdo desse
treinamento dentro do tempo estipulado), notamos que se fizéssemos em
forma de circuito, o tempo seria controlado exatamente conforme fora

planejado. O circuito se deu da seguinte forma: existiam 10 aparelhos em uma
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ordem preestabelecida, as mulheres colocavam-se dispostas uma em cada
aparelho e comecavam a fazer o treinamento. A faixa de repeticbes maximas
continuou como planejado, porém elas faziam quantas séries o tempo
permitisse, pois logo apds terminarem o circuito de 10 aparelhos, elas

retornavam ao primeiro e reiniciavam as atividades.

O estudo se tornou duplo-cego, pois além do pesquisador que analisou o0s
resultados, a equipe que coletou os dados estava cega em relacdo aos grupos

de intervencgéo.

Incialmente, fora definido que uma adeséao inferior que 91% excluiria a paciente
do estudo, porém achamos um critério muito rigido e, como somente seis das
31 mulheres que completaram o estudo aderiram menos que 75% das sessfes
de treinamento e 0 nUmero da amostra ja estava pequeno, decidimos gque esse

controle era desnecessario.

Devido ao teste para aptidao cardiorrespiratoria ser, inicialmente, um teste
submaximo que levava em conta a frequéncia cardiaca para o célculo do
consumo maximo de oxigénio, definimos que a utilizacdo de beta-bloqueadores
seria um critério de exclusdo. Porém, como a maior parte das mulheres
contatadas utilizava esse tipo de medicamento, optamos por néo realizar uma
estimativa do consumo méaximo de oxigénio e testar a aptidao fisica através do
teste de caminhada de 6 minutos. Devido a isso, 0 uso de beta-bloqueadores

nao foi um critério de exclusao.

O nuamero de passos dados por dia, mensurado pelos pedémetros, seria uma
variavel de controle da atividade fisica que as mulheres faziam fora da
intervencdo. Porém a grande maioria dos peddbmetros apresentou algum
defeito que impossibilitava o uso de seus dados. Devido a isso, optou-se por
retirar o numero de passos da andlise e utilizar, para esse fim, somente o nivel

de atividade fisica medido pelo IPAQ.

Todas as analises estatisticas seriam realizadas com o método de intencéo de
tratar, porém como as perdas superaram os 20%, decidimos analisar sem a

intencédo de tratar.
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3. Artigo 1 (revisao sistematica)

(Dissertacao de Matheus Pintanel Silva de Freitas)

O artigo sera submetido ao periédico Revista Brasileira de Medicina do Esporte

e ja encontra-se formatado nas normas da mesma, as quais podem ser
encontradas no Anexo 1.
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Efeito do exercicio fisico no sistema imune de mulheres menopausadas:

revisao sistematica

Physical exercise effects on the immune system in post-menospausal

women: systematic review

RESUMO

Mulheres na menopausa sofrem mudancas enddcrinas que acarretam uma
série de disfuncdes, inclusive a atenuacdo da resposta imune. Nesse sentido,
realizou-se uma revisdo sistematica da literatura que objetivou buscar ensaios
clinicos randomizados (ECR) que verificassem o efeito do exercicio fisico na
imunomodulacdo em mulheres pds-menopausadas. Utilizou-se as bases de
dados eletrénicas MedLine/PubMed, SciELO, Scopus, Lilacs e Bireme, com as
seguintes palavras-chave: Humans, immune system, physical activity, exercise,
physical fitness, postmenopause e postmenopausal period. Utilizou-se como
critério de exclusao dos titulos e resumos, 0s artigos que deixavam claro néo
tratar do efeito do exercicio/atividade fisica sobre o sistema imune e artigos que
estudaram mulheres com cancer e/ou diabetes. Foram encontrados sete
artigos para andlise. As intervenc¢des duraram de seis meses a 19,9 anos, com
amostras variando de 18 a 421 pessoas. Todos os estudos utilizaram o
exercicio aerdbio moderado como intervencdo. Apenas um estudo utilizou
medida subjetiva para avaliar o sistema imune, sendo que os demais estudos
utilizarem medidas bioquimicas diretas. Em relagéo ao efeito do exercicio sobre
a imunomodulacdo, 57,1% dos ECR concluiram que o exercicio fisico atuou

positivamente no sistema imune de mulheres menopausadas e nenhum
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mostrou efeito negativo. A proteina C-reativa e contagem de células
imunoldgicas foram as mais pesquisadas, com quatro estudos cada, onde,
apenas um em cada variavel mostrou associacdo significativa na diminuicdo
desses parametros. Trés estudos pesquisaram a variavel interleucina-6 e dois
a amildide A, sem demonstrar associacdo significativa; dos dois estudos que
avaliaram imunoglobulinas, apenas um mostrou associacédo para o aumento da
imunoglobulina A. Conclui-se que é pouco provavel que o exercicio aerobio
prejudique o sistema imune de mulheres menopausadas e é necessaria a
realizacdo de novos ECR que objetivem verificar as mudancas na
imunomodulagcdo dessa populacdo que abranjam diferentes volumes e tipos de

exercicio fisico.

Palavras-chave: Imunidade; Atividade fisica; Pds-menopausa; Inflamacéo;

Leucdcitos.

ABSTRACT

Menopausal women suffer endocrine changes that cause multiple disorders,
including attenuation of immune response. In this sense, was conducted a
systematic literature review which aimed to find randomized controlled trials
(RCT) which had verified the effect of physical exercise on immune modulation
in postmenopausal women. Electronic databases of MEDLINE/PubMed,
SciELO, Scopus, Lilacs and Bireme were used with the following keywords:
Humans, immune system, physical activity, exercise, physical fitness,
postmenopause and postmenopausal period. The exclusion criteria of titles and

abstracts were articles which not measured the effect of exercise/physical
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activity on the immune system and had studied women with cancer and/or
diabetes. Seven articles were included in analysis. Interventions ranged from
six months to 19.9 years, with samples ranging from 18 to 421 people. All
studies used aerobic exercise as intervention. Only one study used subjective
measure to evaluate the immune system. The others used biochemical
measurements. Regarding the effect of exercise on immune modulation, 57.1%
of RCT concluded that physical exercise acted positively on immune system of
menopausal women and no one showed negative effect. C-reactive protein and
immune cell count were the most researched variables, with four studies each,
where only one in each variable showed decrease in these parameters. Three
studies investigated interleukin-6 and two investigated serum amyloid A, without
showing significant association; the two studies that evaluated
immunoglobulins, only one showed association with a improvement of
immunoglobulin A. Was concluded that aerobic exercise do not prejudice the
imune system of post-menopausal women, and is necessary to perform new
RCT to verify the changes in immunomodulation of menopausal women

covering different volumes and types of exercise.

Key-words: Immunity; Physical Activity; Postmenopause; Inflammation;

Leukocytes.
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INTRODUCAO

E consenso na literatura que a pratica de atividade fisica tem uma forte
relacdo com a saude. Dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) indicam
que a inatividade fisica é fator de risco para as doencgas cronicas nao
transmissiveis!, as quais, sdo a principal causa de morte no mundo, sendo
responsaveis por 63% do total de mortes globais no ano de 2008
Recentemente foi determinado que se 25% da inatividade fisica fosse

eliminada no mundo, 1,3 milhdes de mortes por ano poderiam ser prevenidas?.

Alguns estudos tém abordado o efeito da atividade/exercicio fisico sobre
0 sistema imunolégico®4, o qual é responsavel pela defesa do organismo
contra bactérias, virus e fungos e macromoléculas estranhas ao organismo,

além de combater o crescimento anormal de células cancerosas®.

O sistema imune responde de forma aguda ao exercicio aerébio
moderado aumentando as fungdes imunes naturais por algumas horas®. No
mesmo sentido, os efeitos cronicos desse tipo de exercicio implicam na
melhora da imunidade’, pois aumentam a atividade citotéxica das células
Natural Killer (NK) e atenuando a reducdo das funcbes das células T

relacionadas com a idade e na producdo associada de citocinas®?®.

Por outro lado, o exercicio resistido parece ter efeitos agudos diferentes
daqueles proporcionados pelo exercicio aerdbio, pois estudo recente constatou
que 24 horas ap6s uma sec¢ao de treinamento resistido, a contagem sérica total
de leucécitos, mondcitos, neutréfilos e linfécitos estavam normais?, indicando

gue esse tipo de exercicio pode ndo alterar agudamente a imunidade de
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adultos jovens. Indo ao encontro dessa informacéo, ha evidéncia indicando que

o treinamento resistido parece néo fazer efeito a longo prazo?°.

Porém, as mudancas enddcrinas que acometem mulheres na
menopausa acarretam uma série de disfungdes, inclusive a atenuacdo da
resposta imune!l!?, e sdo escassas as informacgées a respeito dos efeitos dos
diferentes tipos de exercicios fisicos sobre a imunomodulagdo nessa
populacdo. Por esta razdo, este estudo objetiva revisar a literatura de forma
sistematica para analisar os efeitos de diferentes tipos de treinamento na

imunomodulacdo em mulheres na pés-menopausa.

METODOS

Trata-se de uma revisdo sistematica da literatura que teve como
estratégia de pesquisa a busca por ensaios clinicos randomizados (ECR) que
objetivassem verificar o efeito do exercicio fisico na imunomodulacdo em
mulheres pds-menopausadas, nas bases de dados bibliograficos
MedLine/PubMed, SciELO, Scopus, Lilacs e Bireme. Foram utilizadas as
seguintes palavras-chave: Humans; Immune system; Physical activity; Physical
fitness; Exercise; Postmenopause; Postmenopausal period; Humanos; Sistema

imunoldgico; Pés-menopausa; Atividade fisica; Aptidao fisica e Exercicio.

A busca foi realizada em inglés para a pesquisa no MedLine/PubMed e
Scopus, portugués no SciELO e Lilacs e ambos idiomas na Bireme, com as
seguintes combinagbes: 1) Humans; Immune System; Physical Activity;
Postmenopause e seus equivalentes em portugués; 2) Humans; Immune
System; Exercise; Postmenopause e seus equivalentes em portugués; 3)

Humans; Immune System; Physical Fitness; Postmenopause e seus
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equivalentes em portugués; 4) Humans; Immune System; Physical Activity;
Postmenopausal Period; 5) Humans; Immune System; Exercise;
Postmenopausal Period e 6) Humans; Immune System; Physical Fitness;

Postmenopausal Period.

Todos os artigos foram exportados para o software gerenciador de
referéncias EndNote, sendo excluidos os duplicados. Em seguida, foram feitas
as analises do titulo e, posteriormente, do resumo para aplicacdo dos critérios
de exclusdo. Por ultimo, realizou-se a leitura de todas referéncias dos artigos
inclusos nesta revisao, na tentativa de encontrar novos estudos para compor a
amostra. As referéncias dos artigos encontrados também foram lidas a fim de

incrementar a busca de trabalhos relacionados ao tema.

A busca de artigos foi realizada por pesquisadores independentes e
guando surgiam duavidas referentes aos estudos, um terceiro pesquisador foi
consultado. Foi definido como critério de exclusdo dos titulos e resumos, 0s
artigos que deixavam claro ndo tratar do efeito do exercicio/atividade fisica
sobre o sistema imune e artigos que estudaram mulheres com cancer e/ou

diabetes. A busca ocorreu no periodo entre agosto e novembro de 2013.

RESULTADOS

Foram encontrados, apds pesquisa por todas as combinacbes de
palavras-chaves supracitadas e com filtro para ECR, 26 artigos no
MedLine/PubMed, dois no Scopus e nenhum nas demais bases de dados,
totalizando 28 estudos. Destes, 21 eram duplicados, restando sete manuscritos

para a leitura dos titulos.
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Apos leitura dos titulos, um artigo foi excluido pois avaliou o efeito da
suplementacdo com proteina de soja na concentracao de linfécitos de mulheres
na menopausa. Dos seis estudos que se qualificaram para leitura critica dos
resumos, dois foram excluidos por ndo se tratarem de ECR, restando quatro

manuscritos para leitura das referéncias®® 14-16,

Trés artigos adicionais foram encontrados a partir do referencial tedrico
vasculhado'®'8. Porém, apés leitura das referéncias dos mesmos, nenhum
outro artigo foi incluido. Com isso, sete ECR foram incluidos nesta revisao

(Figura 1).

FIGURA 1: INSERIR AQUI

Como pode-se observar na tabela 1, as intervencdes duraram de seis
meses'>!% a 19,9 anos!®, com amostras variando de 186 a 421'° pessoas.
Todos os estudos utilizaram o exercicio aerdbio moderado como intervencao.
Apenas um estudo utilizou medida subjetiva para avaliar o sistema imune?8,
que incluia questionarios autoaplicaveis, nos quais os participantes do estudo
deveriam relatar o ndmero de episédios de alergias, infeccbes do trato
respiratério superior (resfriados e gripes) e outras infec¢des, que tenham
ocorrido nos ultimos trés meses. Os demais utilizaram medidas bioquimicas

objetivas, as quais estdo expressas na tabela 1.

No que se refere aos resultados, notamos que as variaveis proteina C-
reativa (PCR)*151719 e a contagem de células imunolégicas!®'416 foram as
mais pesquisadas, com quatro estudos cada, onde, destes, apenas um em
cada variavel mostrou associacao significativa no sentido de diminuicdo desses

parametros. Dentre os que verificaram a contagem de células, dos trés que
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avaliaram a concentracdo de leucécitos'416, apenas um mostrou decréscimo
significativo de sua concentracdo, porém a amostra um quadro de inflamacao
sistémical®. Dos dois estudos que avaliaram a concentracdo de neutréfilost41°,
um relatou queda significativa em sua concentracdo'®. Além desses, trés
estudos pesquisaram a variavel interleucina-6 (IL-6)*41517 e dois a amil6ide
Al17 sem demonstrar associacdo significativa. Dos dois estudos que
avaliaram imunoglobulinas'®'®, apenas um mostrou associacdo para o
aumento da imunoglobulina A (IgA)*. Todos as outras variaveis objetivas nédo
tiveram mudancas significativas em virtude da préatica de exercicios fisicos e

foram pesquisadas em apenas um estudo.

Considerando o efeito do exercicio sobre a imunomodula¢cdo, notamos
que 57,1% dos ECR concluiram que o exercicio fisico atuou positivamente no
sistema imune de mulheres menopausadas e que nenhum mostrou efeito

negativo.

TABELA 1. INSERIR AQUI

DISCUSSAO

Dos sete estudos incluidos nesta revisdo, quatro concluiram que o
exercicio fisico atuou positivamente na imunidade de mulheres na
menopausa’®>!® e nenhum relatou efeitos negativos, indicando que,
provavelmente, o exercicio fisico moderado nédo prejudica o sistema imune

dessa populagdo. E importante salientar que a imunidade é um sistema
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complexo composto de um grupamento de células, horménios e moduladores
interativos®, e, provavelmente, nem todos eles respondem ao exercicio fisico.

Nesse sentido, os parametros imunitarios serdo discutidos individualmente.

Dos quatro manuscritos que avaliaram PCR em funcdo do exercicio
fisico41517.19 apenas um mostrou diferenca significativa, demostrando reducéo
nos niveis dessa proteinal’. Estudo de delineamento muito semelhante no que
se refere ao tipo, duracdo e intensidade do exercicio, caracteristicas da
amostra, critérios de inclusdo e exclusdo e duracdo da intervencdo nédo
demonstrou essa associacdo4. Essa discrepancia pode ser explicada pelo fato
do estudo de Imayama et al.'# ter um tamanho de amostra com poder suficiente
somente para detectar as mudancas no desfecho primario (estrona no soro) e
nos desfechos secundarios (horménios sexuais adicionais, metabolismo da
glicose, densidade da mamografia, composicao corporal, qualidade de vida e
hemograma completo, incluindo contagem de leucdcitos e neutrofilos), que ndo
incluiram os niveis de PCR. Além disto, como todos os estudos foram
realizados com exercicio aerébio em que pelo menos um grupo estava acima
da recomendacao de atividade fisica (>150 min/semanais), as pesquisas que
ndo obtiveram associacdo®19 tiveram seis meses de intervengdo, enquanto
que o estudo de Campbell et al.}” teve duracdo de 12 meses, sugerindo que
volumes totais maiores de treinamento sejam necessarios para reduzir a

concentragédo de PCR em mulheres menopausadas.

Considerando que a PCR é um marcador inflamaté6rio?®?!, reducdes em
seus niveis séricos representam uma melhora no quadro de inflamagéo
sistémica, visto que, niveis acima de 8 mg/L caracterizam essa condic&o??.

Com excecdo do estudo de Johannsen et al.'®, o qual ndo informou os niveis
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de linha base da PCR, os demais estavam com valores normais, o que pode
explicar o motivo da falta de associacdo com o exercicio. Porém, como o
estudo de Campbell et al.” interviu por um tempo prolongado, o sistema de
controle inflamatoério pode ter se modificado cronicamente melhorando ainda
mais seu nivel de homeostase, reduzindo os niveis dessa proteina. Como
nenhum estudo utilizou treinamento resistido e concorrente e mulheres
eutréficas, ndo estéd claro o efeito desses modelos de treinamento sobre as

concentracfes de PCR nessa populacéo.

No que se refere a concentracdo de leucdcitos, apenas um dos estudos
apresentou uma modificacdo significativa'®, ocorrendo um decréscimo na
concentracdo de glébulos brancos (no grupo que fez 50% a mais que a
recomendacdo de atividade fisica) e, como a amostra dessa pesquisa
apresentava um quadro de inflamacéao sistémica, a reducéo da concentracao
de leucécitos indica uma melhora inflamatoria, visto que diante de qualquer
infeccdo no organismo a quantidade dessas células no sangue tende a
aumentar. O fato de que uma pessoa saudavel apresenta entre 4.001 e 10.000
leucdcitos/mms3 de sangue (valores abaixo de 4.001 caracterizam condi¢do de
leucopenia e acima de 10.000, leucocitose)?® pode explicar o porqué dos outros
dois estudos ndo demostrarem modificagdo na concentracdo dessas
células#'®, pois nenhum deles informou que as mulheres estavam com
inflamacéo sistémica, sendo que o estudo de Imayama et al.}* relatou que a
média da concentragdo de leucdcitos na linha base era de 5.700 e 5.840 por
mm3 de sangue entre 0 grupo controle e exercicio, respectivamente,

caracterizando valores normais.
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Similarmente ao observado com a contagem de leucdcitos totais, no
estudo de Johannsen et al.'®>, em mulheres menopausadas com inflamacéo
sistémica, o grupo que recebeu um volume de carga de exercicio fisico 50%
acima da recomendacdo de atividade fisica diminuiu a concentracdo de
neutréfilos, enquanto que Imayama et al.*4, em seu estudo com mulheres na
menopausa sem inflamagé&o sistémica, ndo obteve diferenca estatisticamente

significativa nessa variavel.

Como os neutréfilos sdo uma subpopulacdo de leucdcitos que chegam
primeiramente as areas de inflamacdo, a reducdo observada no estudo de
Johannsen et al.'® pode ser explicada por uma melhora no quadro inflamatério,
uma vez que sua concentracdo normal é acima de 2.000 neutrofilos/mm?3 de
sangue?3. Considerando que, a média dos grupos controle e exercicio na linha
base do estudo de Imayama et al.'* era de 3.260 e 3.400 neutréfilos/mm3 de
sangue, respectivamente, e que as mulheres ndo apresentavam quadro de
inflamacdo sistémica, é esperado que a concentracdo de neutréfilos se
mantenha dentro da normalidade. Porém, no estudo que mediu a contagem de
linfécitos, mondcitos, basoéfilos e eosindfilos!®, mesmo em mulheres com um
quadro de inflamacdo sistémica, ndo houve modificacbes em suas
concentracdes, indicando que a contagem dessas células ndo sofre alteracdes

com a prética de exercicio aerébio.

As imunoglobulinas estdo ligadas ao sistema imune adquirido
(responsavel pela memoria imunolégica)>?*. Sendo assim, é provavel que
necessitem de um tempo maior de intervengdo para responder a algum
estimulo. Este fato foi demonstrado no estudo de Karadeniz et al.6, em que

19,9 anos de 7,2 h por semana de treinamento aerdbio ocasionou um aumento
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na IgA, o que ndo ocorreu no outro estudo que verificou essa variavel'3, onde,
ao que provavelmente, um ano de intervengdo com =45min por dia, cinco dias
por semana de exercicio aerdbio, ndo foi suficiente para produzir qualquer

efeito nas imunoglobulinas de mulheres menopausadas.

A IL-6 é uma citocina envolvida na resposta imune inata, o que significa
que ha uma elevacdo dos seus niveis séricos em caso de infeccdo, sendo
produzida por mondcitos e macréfagos?®. Também pode estar envolvida na
resposta imune adquirida, induzindo os linfécitos B a produzirem
imunoglobulinas?®. Pode ter um papel anti- e pré-inflamatério, pois agudamente
a IL-6 conduz a uma condicdo anti-inflamatéria?’?2, mas sob condicdo cronica
induz a uma condicdo pré-inflamatéria®®. Ademais, altos niveis dessa citocina
estdo correlacionados com a obesidade®, o que pode explicar o fato de que os
trés estudos que a pesquisaram!#1>17 ndo encontraram associacédo entre esse
desfecho e a pratica do exercicio fisico, pois as amostras de todos eram
compostas por mulheres com sobrepeso/obesidade, indicando que o exercicio
fisico realizado tenha sido insuficiente para diminuir os niveis inflamatorios

gerados pela obesidade.

Chubak et al. pesquisaram o numero de infec¢Bes no trato respiratério
superior (ITRS) e de resfriados ocorridas nos ultimos trés meses, de mulheres
pos-menopausadas, com sobrepeso/obesidade, ndo fumantes, sedentarias e
provenientes da da regido de Seattle, USA, através de um instrumento
subjetivo  (questionario)!®. Os resultados indicaram que as mulheres
menopausadas do grupo controle tinham trés vezes mais risco de ter resfriados
em comparag¢ao com o grupo experimental, porém o risco para ITRS ndo diferiu

entre 0s grupos. A conclusdo dos autores € que o exercicio aerébio melhora
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discretamente a funcdo imune. Entende-se que a verificacdo da eficiéncia do
sistema imune no combate ou prevencdo de uma infeccéo seja a melhor forma
de estuda-lo, contudo, esses achados devem ser interpretados com cautela,
visto que instrumentos subjetivos estdo sujeitos a uma forte limitacdo que € o
viés de memoria, o qual, pode distorcer os resultados.

Ademais, o estudo de Campebell et al.** ndo demonstrou influéncia do
exercicio fisico na citotoxidade das células NK e na proliferacédo dos linfécitos-
T. Porém, como a citotoxidade € uma propriedade quimica celular responsavel
por destruir outras células, induzindo apoptose celular?® e a proliferacdo dos
linfécitos-T € o mecanismo pelo qual os linfécitos aumentam de namero para
combater substancias ndo préprias no organismo??, é de se esperar que essas
variaveis ndo sofram modificacbes na auséncia de infec¢des, como foi o caso

do estudo citado?3.

O estudo que investigou as mudancas na concentracdo de amiléide A
sérica também ndo obteve associacdo com a pratica de exercicio fisico
aerobio. Sabendo que essa proteina € utilizada como um marcador de
atividade inflamatéria®! e a amostra da pesquisa'* ndo apresentava um quadro
de inflamacdo sistémica, a falta de associacdo dos niveis dessa com o
exercicio fisico pode ser explicada pelo fato que ndo havia necessidade

biolégica que seus niveis se modificassem, pois ja estavam dentro da

normalidade.

O FNT-a é uma das citocinas envolvidas nas respostas inflamatorias e
imunes®. A presenca de lipopolissacarideos da membrana de bactérias gram
negativas®?® estimula sua producdo por macréfagos ativados, linfécitos e

mondcitos34. O estudo de Johannsen et al.'®> ndo demonstrou uma diminuigcéo
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na concentragdo do FNT-a nos diferentes volumes de exercicio aerobio
realizado no periodo de seis meses, indicando que esse tipo de exercicio ndo &
capaz de modificar os niveis dessa citocina. O fato que pode ser explicado pela
reducdo, ocasionada pelo exercicio fisico, da contagem de neutrofilos em
mulheres menopausadas'®, sem modificacdo das demais subpopulacdes de

leucdcitos, dentre as quais, as que produzem o FNT-a.

CONCLUSOES

Tendo em vista que ECR é o melhor delineamento de estudo para
fornecer evidéncias da efetividade de intervencfes e tratamentos na area da
salde®, surpreende o nimero reduzido desse tipo de metodologia de pesquisa
com marcadores do sistema imune em mulheres menopausadas. Devido a
isso, faz-se necessario a realizacdo de novos ECR para que tenhamos
expressivo corpo de evidéncias a respeito do efeito do exercicio fisico na

imunidade dessa populacéo.

Considerando que o sistema imune é construido por uma interacdo de
diversos fatores®, qualquer mudanca nos desfechos aqui abordados tera
consequéncias na imunidade geral. Desta forma, podemos concluir que (1) é
necessaria a realizacao de novos ECR que objetivem verificar as mudancas na
imunomodulacdo de mulheres menopausadas que abranjam diferentes
volumes e tipos de exercicio fisico; (2) € pouco provavel que o exercicio
aeroObio atue de forma a prejudicar o sistema imune de mulheres
menopausadas; (3) é necessario a realizacdo de novos ECR para confirmar se
0 exercicio fisico tem uma acao benéfica na imunidade dessa populacéo; e (4)

€ necessario que os proximos estudos pesquisem em amostras com 0s
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parametros séricos de imunidade ja alterados em linha base, para que possam
verificar o efeito da intervencdo sobre os mesmos ou que verifiguem o
funcionamento do sistema imune perante uma infeccdo antes e apls a

intervencao.
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Tabela 1. Caracteristicas dos estudos incluidos na revisdo de acordo com o nome do primeiro autor, nimero de
participantes no estudo, duracdo do estudo, tipo de exercicio fisico utilizado nas intervencdes, os parametros
avaliados, os principais resultados e as conclusdes sobre a imunidade.

Estudo Local de Amostra/ Tipo de Parametros Principais Concluséo
realizagdo Duragéo do exercicio/ avaliados resultados
do estudo  estudo volume
Campbell Seattle, 115 mulheres Aerdbio de  Citotoxidade das Atividade 12 meses de
et al.1? USA menopausadas intensidade células NK, citotdxica das  exercicio
sedentérias moderada  proliferagdo dos células NK e aerobio nédo
com sobrepeso  (60-75% da linfécitos T, proliferagéo teve efeito na
ou obesidade/ FCM)/ contagem de dos linfocitos-T  fungdo imune.
12 meses. 245 min linfécitos T, nao diferiram
por dia, 5 linfécitos B, entre o grupo
dias por células NK e experimental e
semana. fenétipos, e controle.
imunoglobulinas. Demais
variaveis
também néo
mostraram
nenhum
padréo claro
de associacao.
Imayama Seattle, 204 mulheres Aerobio de  PCR, amiléide A Nao houve 12 meses de
et al.13 USA menopausadas intensidade sérica, IL-6, e reducéo na exercicio
com sobrepeso  moderada contagem de PCR, amiléide  aerébio ndo
ou obesidade*/ avigorosa leucécitos e A sérica, IL-6,  teve efeito na
12 meses. (70-85% da neutrdfilos. niveis de funcdo imune.
FCM)/ 225 leucdcitos e
min por niveis de
semana neutrdfilos,
guando
comparado ao
grupo controle.
Johannsen Dallas, 390 mulheres Aerobio a Contagem total Houve uma 6 meses de
et al.* USA menopausadas 50% do de leucécitos e reducdo dose-  exercicio
sedentarias VO2pico/ em suas dependente, aeroébio
com sobrepeso  Na RAF (8  subfracdes com uma diminuiu o
ou obesidade/ KKS), 50% (linfécitos, significante guadro
6 meses. abaixo da mondcitos, reducdo no inflamatério de
RAF (4 neutrdfilos, grupo 12 KKS, maneira dose-
KKS) e basofilos e na contagem dependente.
50% acima  eosinofilos), IL-  total de
da RAF (12 6, FNT-ae PCR. leucécitos e
KKS) nos neutrofilos.

Foi observada
uma reducdo
mais
acentuada
desses
parédmetros
nas mulheres
com alta
contagem de



Karadeniz
et al.15

Campbell
et al.16

Chubak et
al.l’

Stewart et
al.18

Manisa,
TR

Seattle,
USA

Sesttle,
USA

Louisiana,
USA

18 mulheres
menopausadas/
19,9 anos

115 mulheres
menopausadas
sedentarias
com sobrepeso
ou obesidade/
12 meses.

115 mulheres
menopausadas
sedentérias
com sobrepeso
ou obesidade/
12 meses.

421 mulheres
menopausadas
sedentarias
com sobrepeso
ou obesidade e

Aerobio/
7,2 h por
semana

Aerdbio de
intensidade
moderada
(60-75% da
FCM)/

2 45min
por dia, 5
dias por
semana.

Aeroébio de
intensidade
moderada
(40% da
FCM até a
semana’e
de 60-75%
da FCM da
semana 8 a
12)/

45min por
dia, 5 dias
por
semana.

Aerbbio a
50% do
VOZpico/
Na RAF (8
KKS), 50%

Contagem de
leucdcitos,
linfécitos Te B e
IgA.

PCR, amiloide A
sérica e IL-6

Numero de ITRS
nos ultimos 3
meses,
perguntado por
questionario a
cada 3 meses.

PCR

leucécitos na
linha base.
Nao houveram
modificacdes
significativas
nos demais
parametros.

Houve um
aumento
significativo na
IgA. Ndo
houveram
modificacdes
significativas
nos demais
parametros.

Na amostra
total houve
reducdo da
PCR em 10%
no grupo
experimental e
aumento de
12% no
controle, sem
alteracdo nos
demais
parametros.
Quando
analisadas as
obesas ou com
obesidade
abdominal,
houve uma
reducdo mais
acentuada da
PCR.

O grupo
controle tinha
3 vezes mais
risco de ter
resfriados em
comparagao
com o grupo
experimental.
O risco para
ITRS ndo
diferiu entre os
grupos.

N&ao houveram
modificacdes
significativas
na PCR em
nenhum dos

90

19,9 anos de
exercicio fisico
levou a uma
melhora na
resposta
imune.

12 meses de
exercicio
aerébio
melhorou a
funcdo imune
de mulheres
menopausadas
obesas ou com
obesidade
abdominal.

12 meses de
exercicio
aerébio
melhorou
discretamente
a funcéo
imune.

6 meses de
exercicio
aerébio nao
teve efeito na
funcdo imune.
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com PAS abaixo da grupos

elevada/ RAF (4 exercitados

6 meses. KKS) e quando
50% acima comparado
da RAF (12 com o grupo
KKS) controle.

NK: Natural Killer; PCR: Proteina C-reativa; IL-6: Interleucina-6; ITRS: Infec¢des no trato respiratério superior;
RAF: Recomendacdo de atividade fisica (equivalente a 150 min de atividade fisica por semana); KKS:
kcal/kg/semana; FNT-a: Fator de necrose tumoral alfa; IgA: Imunoglobulina A; RM: repeticdo méxima; PAS:
presséo arterial sistdlica; FCM: frequéncia cardiaca méaxima.

* Estudo distribuiu as mulheres em 4 grupos; como utilizamos nessa revisdo somente o grupo do exercicio
fisico e o grupo controle, analisamos o resultado de 204 mulheres menopausadas. A amostra total do estudo
foi de 439 mulheres.
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ABSTRACT

Purpose: To verify the effect of different volumes of concurrent training on oxidative stress

and inflammatory parameters on postmenopausal women over 12 weeks.

Methods: This randomized clinical trial was carried out using four groups of previously
sedentary postmenopausal women. The groups were divided as follows: sedentary control
group, and groups which practiced physical exercise during 90, 150 and 210 min/week. The
protocol consisted of three sessions per week of concurrent training (aerobic training and
weight training divided equally). Oxidative stress and inflammatory parameters were analyzed

at three moments (baseline, 6th and 12th week).

Results: Considering the 144 screened women, 42 were selected for the study and randomized
into one of the four groups. The groups of 150 and 210 min/week showed lower thiobarbituric
acid reactive substances values at the 12th week in comparison to the previous moments;
increased thiol content values at the 6th week which returned to the initial level at the 12th
week; and at the 12th week there was a significant lower level of glutathione peroxidase
activity in comparison to the control group. The control group presented an increase in the
glutathione peroxidase activity at the 6th week, remaining high at the 12th. In this period, all
superoxide dismutase values of the exercise groups were lower than the control group, which
had higher values at week 12 than other moments. Adenosine deaminase activity increased in
the group of 210 min/week at the 6th week, remaining high at the 12th. Butyrylcholinesterase

activity and Interleukin-6 presented no differences.

Conclusion: Concurrent training of 150 min/week or more for 12 weeks may reduce the

oxidative stress in postmenopausal women.
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INTRODUCTION

Inflammation is produced by innate immunity, however, as the majority of adaptive
effects are carried out by interaction with innate immunity, the adaptive responses are
frequently followed by inflammation(1). This inflammatory process is produced by mast cell
when damaged, complement system and acute phase proteins, and it is supposed to increase
the endothelium permeability, in response to an infection, and promote chemotaxis(1), which
is essential to immunity responses.

However, systemic inflammation is harmful to the organism as it produces vascular
damages which can lead to severe illness, organ failure and ultimately death(1). In addition,
low-grade systemic inflammation is associated with some dysfunctions such as insulin
resistance, atherosclerosis, neurodegeneration, tumor growth(2-4) and increased risk of
cancer(5). Elevated inflammatory biomarkers, such as interleukin-6 (IL-6) and C-reactive
protein (CRP) are associated with an increased risk for several cancers(6-10), cardiovascular
disease(11), osteoporosis(12), diabetes mellitus(13) and geriatric cachexia(14).

Oxidative stress, imbalance between reactive species formation and antioxidant
system, also plays an important role on these inflammatory processes, as reactive nitrogen
and oxygen species produced from leukocytes and other inflammatory cells, in a chronic
condition, may increase tissue damage which may initiate several chronic diseases such as
carcinogenesis(5). In physiological proportions, reactive oxygen species (ROS) are involved in
the phagocytic process, cell signaling and immune response(15). Nevertheless, oxidative stress
is involved in the pathogenesis of several diseases such as pulmonary emphysema,
inflammatory diseases, atherosclerosis, cancer and premature aging(16).

Postmenopausal women, in consequence to hypoestrogenism, have high
concentrations of pro-inflammatory cytokines(12) and an immunological dysfunction(17).

Therefore, it is important to investigate not only lower risk treatments but also
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nonpharmacologic ones for reducing inflammatory biomarkers and prevent all disorders
associated with them.

Therefore, physical exercise becomes a valuable alternative due to its chronic anti-
inflammatory effects(4,18-20). In addition, it has a chronic antioxidant effect on enzymes as
catalase, glutathione peroxidase (GPx) and superoxide dismutase (SOD) are increased due to
training adaptations(21). However, when a search about clinical trials regarding this theme
was performed, just four studies were found(22-25), which showed contradictory effects. All of
them were done with aerobic exercise, but only Campbell et al.(24) found a decrease in C-
reactive protein (CRP) after 12 months of intervention. The other studies found no association
between inflammatory parameters and aerobic exercise(22,23,25).

Moreover, despite its well-known beneficial effects, the influence from other kinds of
exercise such as resistance training on immunomodaulation is not clear (26,27). New studies are
required to optimize the anti-inflammatory effects of physical exercise(28). Thus, the objective
of this study was to verify the effects of different volumes of concurrent training on

inflammatory and oxidative stress parameters in postmenopausal women over 12 weeks.

MATERIALS AND METHODS:

Study Design

This study was a prevention, factorial assignment, double blind (investigator, outcomes
assessor), randomized, safety/efficacy, dose-response exercise trial with a non-exercise control

group and three exercise groups with increasingly higher exercise volumes.

Participants

Eligible participants were all women who were in the waiting list of a gymnastics project and
were in accordance with the inclusion criteria: to be in the postmenopausal period, sedentary

life style and able to participate in the exercise program. Exclusion criteria were the following:
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a positive answer to, at least, one of the questions of the PAR-Q instrument (29), diabetes
and/or cancer history, or oophorectomy. All of them were invited to join the study by

telephone calls, based on telephone numbers registered on the waiting list.

The study took place at the Faculty of Physical Education of the Federal University of Pelotas,
in the city of Pelotas, southern Brazil, from March 2014 to September 2014. Physical training
was carried out in the weight room and blood collection at the Biochemistry and Exercise
Physiology Laboratory. Biochemistry analyses were done at the Faculty of Biochemistry, in the

same university.

Intervention

All selected women, who agreed to participate in the study, went to the Faculty of Physical
Education on the same day to sign the informed consent document, answer the PAR-Q
instrument, collect baseline blood samples and measure height and body weight (to calculate

the BMI).

In the following week, all participants returned, individually, to collect the remaining baseline
data (an hour per person). The order was: 1) Filling in a questionnaire (with the variables age,
family income, educational level, alcohol consumption, physical activity level in the leisure
time and commuting domains , and chronic use medicines); 2) a 24-hour food recall; 3) blood
pressure and heart rate measurement at rest; 4) handgrip strength test, and 5) six-minute walk

test. Subjects’ randomization was made after baseline data collection.

The physical intervention was done with concurrent training, beginning in the week after
measures and it was developed for 12 weeks. Physical training was conducted three times a
week. The 90 min/week group (equivalent to 60% of the WHO recommendation for physical
activity total volume(30)) performed 30 minutes per session (15 minutes of cycle ergometer

aerobic exercise and 15 minutes of weight training). The 150 min/week group (100% of the
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recommendation) performed 50 minute sessions (25 min for each type of exercise). The 210
min/week group (140% of the recommendation) performed 70 minute sessions per day (35
min for each type of exercise). The control group did not take part in the intervention and was

advised to maintain their normal activities.

The aerobic exercise was performed on cycle-ergometers and the subjects exercised between
the levels 14 and 15 of Borg's scale of perceived exertion, to ensure a moderate intensity
during all follow-up. The weight training was an adaptation of a linear periodization suggested
by Bottero et al. (31) to post-menopausal women. The first week was an preparation phase,
where the subjects performed 10-12 submaximal repetitions in each weight machine. In the
period between the 2nd and 4th week, women performed 12-14 maximal repetitions (MR);

5th-8th week, 10-12 MR; 9th-12th, 8-10 MR.

The exercised muscles were pectoral, dorsal, quadriceps, hamstrings, adductors, abductors,
biceps and triceps. Subjects performed as many series as possible during the time dedicated to
weight exercises as all exercises were done in a circuit of 10 exercises on weight machines. The
woman who performed one series on the first machine moved on to the next machine. When
the circuit was complete, the woman went back to the first machine and repeated the circuit
as many times as possible until time was up. All exercise sessions were monitored by trained
people (weight training instructors) to ensure perfect exercises execution with regard to

posture, volume and intensity.

The blood samples were collected at the beginning of the study (week zero), in the middle (6th
week) and at the end (12th week), to analyze the longitudinal effect. With the exception of the
first, the blood collection was done 48 hours after the last bout of exercise. Measures of
handgrip strength, performance on the six-minute walk test, height, body weight, food intake
and physical activity done outside the intervention, were done at the beginning and at 12th

week.
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Outcomes

Descriptive variables

Age, family income, marital status, skin color, educational level, chronic use medicines,
smoking and alcohol intake were measured by a structured questionnaire. Age was quantified
in complete years; family income was quantified by the income of all persons in the

participant's home; educational level was quantified in complete years of studying.

Heart rate at rest was measured using a Polar® RS800CX model digital heart rate monitor and
quantified in beats per minute (bpm). Blood pressure was measured in mmHg with a BD®

aneroid sphygmomanometer and a BD® stethoscope.

Control variables

The body weight was collected using a Filizola® electronic scale, with 0.1 kg of precision. The
height was measured using a stadiometer with precision scale of 0.1 cm. Based on weight and

height, the BMI was calculated and classified in accordance to WHO guidelines of 1995(32).

The physical activity level performed outside intervention was obtained through leisure time
and commuting sections of the International Physical Activity Questionnaire (IPAQ) long
version, using the usual week as recall period, and quantified in minutes per week of physical

activity.

The food intake was measured by a 24-hour food recall, and the following variables were

analyzed: total calories, protein, lipids, carbohydrate, fiber, iron, vitamin C, D and E, saturated

fatty acids, omega 3, omega 6, copper, magnesium, manganese, zinc, selenium and arginine

intake.

Secondary outcome
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The six-minute walk test was performed according to the international guidelines (33) and
qguantified in meters. The handgrip strength test was performed with dynamometry, with a
Takei Scientific Instruments® T.K.K.5401 model dynamometer. The person was positioned
standing with feet together, arms close to the body, extended elbows and dominant hand
holding the dynamometer. After the signal, the individual had three seconds to press the

device with maximum force. Three attempts were made and the highest value was used.

Primary outcome (biochemistry analyses)

. Sample collection and preparation:

Blood samples of 10mL were obtained from subjects. Heparinized blood samples were
centrifuged at 1000 xg for 10 min and plasma was removed and frozen at - 80 °C until
biochemical determinations (thiobarbituric acid reactive substances -TBARS- and thiol
content). Erythrocytes were washed three times with cold saline solution and the lysates were
prepared by addition of 1 mL of distilled water to 100 uL of washed erythrocytes. The lysates
were frozen at — 80 °C until antioxidant enzymes activities. Serum was obtained by venous
punction without anticoagulant to determine Adenosine Deaminase (ADA),

Butyrylcholinesterase (BChE) and Interleukin-6 (IL-6).

. Oxidative stress parameters:

TBARS were determined in plasma according to the method described by Ohkawa et al.(34).
The plasmatic concentration of sulfhydryl groups was determined as described by Aksenov and
Markesbery(35). Erythrocyte GPx activity was measured by using a commercially available kit
(RANSEL®; Randox Lab, Antrim, United Kingdom). Erythrocyte SOD activity was measured by

the method described by Misra and Fridovich(36).

. Inflammatory parameters:
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ADA activity in serum was determined according to Giusti and Gakis(37). BChE activity was
performed in serum. The BChE enzymatic assay was determined by a modification of the
spectrophotometric method of Ellman et al.(38). Cytokine quantification was assessed by
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) using commercial kits for human IL-6 (Millipore,

United Kingdom), according to the manufacturer’s instructions.

. Protein determination:

Plasma/serum and erythrocyte protein concentrations were determined, respectively, by
Biuret method — using the commercial kit of Labtest® (Labtest Diagndstica, Lagoa Santa, MG,

Brazil) — and by the method of Lowry et al.(39).

Sample size

To detect differences at the post-intervention, changes in IL-6 levels, and for ANCOVA’s
analysis, a sample size of 5, 3 and 3 patients per group, respectively, was necessary. It was
calculated based on the Akbarpour(40) study, considering a two-sided 5% significance level

and a power of 90%.

Randomization

A stratified randomization was done based on the BMI of each patient. The four highest BMI
were randomly allocated into one of the four groups by a random number generator. This
process was repeated until nine people were allocated in each group. After that, the stratified
randomization was done just in the exercise groups as we understood that the dropout rate

could be higher in these groups than in the control group.

Blinding

This is a double blind study, where data collectors and investigators (who did the biochemistry

and statistical data analysis) were blinded to participant randomization assignment.
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Participants and weight training instructors’ blinding was impossible due the fact that the
treatment (independent variable) was physical exercise, but we regularly reminded
participants not to discuss their randomization assignments with the assessment team

members.

Ethical aspects

The study protocol was reviewed and approved by the Federal University of Pelotas’
institutional review board and registered under the number 27371214.4.0000.5313. The
written informed consent was obtained from all participants prior to joining the study. After
the intervention, was offered to the control group to do one of the physical protocols for 12

weeks.

The study is registered in the ClinicalTrials.gov as a randomized controlled trial under the

identifier NCT02331446.

Statistical methods

Data were double entered into an Excel spreadsheet, followed by checking inconsistencies.
Statistical analyses were run using Stata 12.0. The normality of the variables was tested by
Shapiro-Wilk test. Numerical parametric data were reported as mean + standard deviation and
numerical non-parametric data as median and interquartile range (IR). Categorical data were
reported as absolute number and percentage. The intention-to-treat analysis was not used.

The level of significance was set in p<.05.

One-way Analysis of Variance (ANOVA) with a Bonferroni’s test as a post-hoc test was used to
find statistical differences in the parametric numerical outcomes of description among groups
and Kruskal-Wallis test with the Dunn’s post-hoc for their non-parametric equivalents. With a
significant ANOVA or Krusklal-Wallis, variables were used in the between groups primary

analyses as covariates (ANCOVA). For categorical data was performed the Fisher’s exact test to
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find any association between groups. With a significant association, skin color, continuous use

of drugs, smoking and alcohol intake were used as covariates in primary analysis (between

groups).

To analyze between group differences in control and secondary outcomes, at the baseline and
at the 12th week, the ANOVA with a Bonferroni’s post-hoc was used for normal data and
Kruskal-Wallis test with the Dunn’s post-hoc for non-parametric data. Any statistical difference
in between group analyses of control outcomes (body mass index, physical activity level and
any food intake variable) was used as covariates in primary analyses (between groups). To
analyze the changes from baseline to 12th week (intragroup analysis) in control and secondary
outcomes, the T-test for paired samples and Wilcoxon test for paired samples was used with

parametric and non-parametric data, respectively.

As none of the variables that could enter as covariates had significant difference in between
groups analysis, the ANOVA with a Bonferroni’s post-hoc (parametric data) or Kruskal-Wallis
test with the Dunn’s post-hoc (non-parametric) was used to analyze the between group
differences at baseline of primary outcomes. If one of them had presented differences among
groups at the baseline, this data would enter as a covariate (ANCOVA) in the analysis between
groups at the 6th and 12th week. If not, the same baseline analysis would be made at the

others moments (6th and 12th week).

To analyze the significant changes on primary outcomes (intragroup analysis) at three
moments of study (baseline, 6th week and 12th week), were performed a repeated measures
analysis of variance to parametric data and the Skillings-Mack test to non-parametric data. The
Tukey HSD pairwise comparisons were used as post-hoc in the repeated measures analysis of
variance. The Wilcoxon test for paired samples was used as post-hoc in the Skillings-Mack test.

Was used the p value of Greenhouse-Geisser correction in the repeated measures ANOVA.
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RESULTS:

From the 144 women screened, 42 had no history of cancer/diabetes, were not engaged on an
oriented physical activity program and were willing to join the study. The 42 selected women
were then randomized into one of the four groups (9 in the control group and 11 into each
intervention group). The study presented a 35.7% loss rate, and diseases were responsible for
11.9% of it. All of these diseases were age-related (osteoarticular disorders and heart
problems), observed during the intervention and not related to physical exercise (Figure 1). As
only six from the 27 women who completed the study adhered to less than 75% of the exercise

program, we understand that it was unnecessary to control for this factor.

As summarized in Table 1, the median (IR) age of the study population was 63 years (60-68),
median (IR) family income was USS 612.00 (USS 338.00 - USS 1015.00). The mean (SD) of the
resting heart rate was 65.5 bpm (10.6), the mean (SD) of the systolic and diastolic blood
pressure was 120.8 (14.3) and 76.4 (10.6), respectively, within normal limits. All these data did

not differ among the groups.

In relation to categorical variables (Table 2), with the exception of marital status, which we
understood that does not influence inflammatory and oxidative stress parameters, all of them
did not differ among the groups. Most women lived without partners, were white, had not
completed high school (31% had incomplete primary school), were on chronic medicine use,

did not smoke and drank alcohol sporadically.

Table 3 shows that the values of control variables (BMI and physical activity level) were similar
among groups at the baseline and at the 12th week. Moreover, the scores of the groups did
not change after 12 weeks of intervention. Due to the excess of studied variables, we chose
not to display food intake data in tables. In relation to dietary variables that interfere on
inflammatory and oxidative parameters, the total calories, protein, lipids, carbohydrate, fiber,

iron, vitamin C, D and E, saturated fatty acids, omega 3, omega 6, copper, magnesium,
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manganese, zinc, selenium and arginine intake were not altered from baseline to the end of

intervention (12 weeks) in all groups.

The same pattern was observed when performing the six-minute walk test (one of our
secondary outcomes), where no differences in intragroup and between group analysis were
found. However, the performance of handgrip strength increased from baseline to the 12th
week in the 210 min/week group, with no differences in other comparisons (between and

intragroup).

Table 4 shows the changes in oxidative stress markers. In relation to the TBARS, the group of
90 min/week presented different values compared to the control group at baseline. At 6th and
12th weeks, these values did not differ among groups. However, the measures carried out at
the 12th week in the groups of 150 min/week and 210 min/week were significantly lower than
the values from baseline and at the 6th week. The thiol content presented no significant
differences among groups in all intervention moments. However, the values of 150 and 210
min/week groups at the 6th week were higher than the baseline values, returning to initial

levels at the 12th week.

The values of Glutathione peroxidase (GPx) at the baseline and 6th week were similar among
groups. At the 12th week, the groups of 150 and 210 min/week had significantly lower GPx
activity than the control group. Furthermore, the control group had an increase in this activity
at the 6th week, remaining at this level at the 12th week. With regard Superoxide dismutase
(SOD) activity, at the 6th week in the 150 min/week group this enzyme activity was lower than
the control group. At the 12th week, all values of the exercise groups were statistically lower
than the control group. In relation to the intragroup analysis, only the control group presented

differences, the values at 12th week were higher than the baseline and 6th week (Table 4).

Table 5 shows the results on inflammatory parameters. ADA activity was increased in the

group of 210 min/week at the 6th week, remaining at the same level at the 12th week, with no
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differences among groups in all moments. However, the BChE activity and IL-6 levels were not

influenced by the intervention and presented no differences among groups.

DISCUSSION

Oxidative stress

The ROS are continuously generated in the metabolism, mainly in the mitochondrial
respiratory chain, which in normal operation, 2-5% of the oxygen consumed is incompletely
reduced. The formation of these species is physiologically important in phagocytic process, cell
signaling and immune response(41). However, when in excess, they can damage proteins,
cellular DNA (causing mutations), or the lipid bilayer of the cell membrane(42). In this sense,
when there is an imbalance between the ratio of oxidant substances and antioxidant system,
with the first is predominant, we call oxidative stress(42). The ROS production is increased due
to the elevated oxygen uptake during aerobic(43) and weight exercises(44). However, in
consequence of the physical exercise, the organism suffers adaptations which lead to an
increase in the antioxidant defenses, such as GPx, SOD and catalase enzymes(21,45,46).

The present data suggest that 12 weeks of concurrent training with volumes at or
above public health recommendations for health improvement(30) can reduce oxidative
damage, as the groups of 150 and 210 min/week had a reduction of TBARS levels at the 12th
week (which is an oxidative stress marker). Besides, they had no modifications in the
antioxidant enzymes (GPx and SOD), which could result in the reduction of the antioxidant and
oxidant ratio, in favor of the first. Furthermore, it was also observed in the same groups, that
thiol content increased at the 6th week, but at the 12th week it returned to baseline values.
Considering that total thiol content reflects glutathione (GSH) concentrations and protein-
bound sulfhydryl groups(47), it is possible that these exercise volumes presented antioxidant

effects.
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Nevertheless, the control group presented no changes in oxidative markers (TBARS
and thiol content) and an increase in the antioxidants enzymes activity (GPx at 6th week,
remaining at this level at the 12th week, and SOD at 12th week). The increases at 12th week
were so expressive that the GPx value was statistically higher than the 150 and 210min/week
groups and SOD value was higher than all exercise groups. It could be speculated that this
increase on antioxidants defenses in the control group was responsible for the maintenance of
oxidative marker levels, which showed no difference. On the other hand, the group of 90
min/week had no difference in neither of these parameters, indicating that the possibility of
this volume of concurrent training was sufficient to combat oxidative stress without the
necessity to increase the antioxidant defenses.

A study which investigated the influence of physical exercise on oxidative parameters
of post-menopausal women was not found, but when the effects of concurrent training in
these parameters were studied, it could be observed that in Schaun et al.(48), 12 weeks of 105
minutes of this training was able to improve systemic redox and antioxidant defenses in
sedentary middle aged males. However, a high performance concurrent training carried out
simultaneously with judo training led to negative effects of oxidative stress(49). It is likely that
this difference occurred as in the study of Radovanovic(49), the training was done with
athletes and for that reason, in a higher intensity than the health programs.

Another contrary result was found in Medeiros et al. (50), where the subjects who
perform 180 min/week of concurrent training had negative effects in oxidative stress, whereas
the group that perform 300 min/week did not have important changes on these parameters.
The authors concluded that the results were contradictory and more studies are needed to
elucidate these mechanisms, and hypothesized that the intensity and frequency of 180
min/week were not sufficient to modulate antioxidant defenses and thereby induce the
necessary adjustments to reduce damage to lipids(50). However, a recent work concluded that

a 12-week program of nutritional and aerobic exercise intervention in overweight/obese
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sedentary women decreased levels of oxidative stress when accompanied by weight loss and
improved fitness(51). In Medeiros et al.(50), the group of 300 min/week had a more significant
decrease in body weight and BMI and was the only group that increased the free-fat mass and
decreased the body fat percentage. Perhaps, this may be the reason for better results in the

300 min/week group.

Nevertheless, our data are in agreement with different studies which concluded that
physical exercise has a positive effect on the oxidative parameters(52-56), indicating that, for
post-menopausal women, 150 min/week or more of concurrent training will have a reduction

in oxidative stress form the 12th week.

Inflammation

The immune system consists of organs, cells, hormones and interactive molecule
modaulators, which are responsible for the recognition and disposal of non-self material that
enters the organism(1), preventing the abnormal growth of cancer cells and removing dead
cells(42). It is divided in innate and adaptive immunity, which act simultaneously(1). The first
generates initial immune response and defends the organism in a non-specific manner, usually
preceding and triggering the adaptive immunity that responds to the antigen in a specific form,
generating immunological memory(1,42).

Cytokines are molecules responsible for the communication between cells, principally
immune cells. It is one of the two ways a cell can send signals to another one to divide,
differentiate, secrete antibody and so on (another way is the receptor-receptor interaction, by
direct cell contact)(1). The most important cytokines are tumor necrosis factor alpha (TNF-a),
interleukin 6 (IL-6) and interleukin 1 (IL-1). The IL-6 is involved in the innate response, being
produced by monocytes and macrophages(57); and in the adaptive immunity, inducing the B

lymphocytes to produce immunoglobulins(58). This cytokine has an anti- and proinflammatory
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role, as it acutely leads to an anti-inflammatory condition(59,60), but chronically it induces to a
proinflammatory(61).

Data from literature have demonstrated that physical exercise has anti-inflammatory
effects(4,18-20). However, in relation to the effects of concurrent training, the literature
showed no association with the inflammatory markers (such as IL-6, TNF-a and CRP)(47),
supporting our findings in relation to IL-6. In addition, all trials which evaluated changes on
inflammatory parameters mediated by physical exercise in post-menopausal women were
done with aerobic exercise and had different effects(22-25). Campbell et al. (24) was the only
study that found a decrease in inflammatory parameters (CRP) in 12 months of intervention in
women who performed 225 min/week of aerobic exercise. In the present study, the highest
volume of aerobic exercise was 105 min/week, which may indicate that the effects of aerobic
exercise and weight training do not add up. However, other studies(22,23,25) also have a
group above the WHO recommendation(30) which showed no significant difference, therefore
supporting our results. Nevertheless, no study showed an inflammatory effect of physical
exercise, but more clinical trials with this population and concurrent training, evaluating a

complete inflammatory scenario are needed for a better understanding of this theme.

In addition to the levels of IL-6, the present study also evaluated the activity of the
enzymes that have a crucial role in inflammatory process such as BChE and ADA. BChE is an
enzyme capable of hydrolyzing a variety of esters including acetylcholine (ACh)(62), which acts
in various non neuronal cells, such as in the immune system and blood cells(63), and as an
anti-inflammatory agent that induces a decrease in the production of pro-inflammatory
cytokines by macrophages(64). Das(65) has suggested that an increase in BChE activity results
in reduced Ach levels in serum and tissues, leading to disrupted cholinergic anti-inflammatory
responses which amplify systemic inflammation. In this sense, some studies have suggested

that BChE activity could be a relevant marker to early detection of inflammation(65,66).
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We demonstrated that exercise did not alter the BChE activity in post-menopausal
women. This finding corroborates with other experimental data from literature which showed
that BChE activity was not altered after six week of swimming protocol(67). Although it is well
documented that regular physical exercise exerts anti-inflammatory effects, it can inferred that

these effects were not associated with the BChE enzyme.

ADA is a key enzyme of purine metabolism, being related to the immune system
development and maintenance, participating in the immunoregulation of inflammatory
processes(68-70) while it is involved in the irreversible deamination of adenosine and
deoxyadenosine to inosine and deoxyinosine, respectively(71,72). Our results demonstrated
that the post-menopausal women who performed 210 min/week of concurrent training for six
weeks had an increased in the ADA activity, remaining at the 12th week. It is well established
in the literature that adenosine exhibits potent anti-inflammatory and immunosuppressive
actions by inhibiting both proliferation of T cells and secretion of pro-inflammatory cytokines,
such as TNF-a and IFN-y. In this sense, an increase in the ADA activity observed in our study
could decrease adenosine levels contributing to inflammatory process. However, we can

exclude this fact since BChE and IL-6 were not altered.

An important aspect to be discussed is that adenosine is an important nucleoside
involved in the skeletal muscle blood flow regulation and oxygen supply during muscle
contractions(73). The increased use of ATP during muscle contractions is an important
mechanism to increase the adenosine levels, which can be diffused through the interstitial
space to the blood stream(74). Considering that skeletal muscle is an important source of
adenosine, the increase in the ADA activity observed in our study can reflect the significant
increase of this nucleoside after exercise. Moreover, increased levels of adenosine could

interact with adenosine receptors and exerts anti-inflammatory effects.

Secondary outcomes
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This trial showed that the performance in the six-minute walk test was not modified in
any exercise group, indicating that 12 weeks of 90, 150 or 210 min/week of concurrent training
was not sufficient to improve fitness. However, WHO indicates a minimum of 150 minutes of
aerobic activity is necessary to improve health(30), and the highest volume of aerobic exercise
was 105 min/week, which also may indicate that the effects of aerobic exercise and weight
training do not add up.

On the other hand, WHO's recommendations indicate that the weight training has to
be performed two days a week(30), and if each day spent the same time of aerobic
recommendations, weight training had to be performed for 100 min/week. In our study, the
group of 210 min/week of concurrent training performed 105 min/week of weight training,

and was the one that increased strength (measured by the handgrip strength test).

Limitations and strengths
Limitations

The test performed to estimate the cardiorespiratory fitness was not specific to
measure physical activity performed by the women. The test was done walking (six-minute
walking test) and the aerobic training was carried out on cycle-ergometers.
Strengths

To our knowledge, this study is the first clinical trial which evaluated the effects of 12
weeks with different volumes of concurrent training in inflammatory and oxidative parameters
of post-menopausal women. In addition, we controlled physical activity performed outside

intervention and food intake.

Conclusion
In conclusion, 150 min/week or more, for 12 weeks of concurrent training can reduce
the oxidative stress in post-menopausal women. In addition, 90 min/week of concurrent

training is sufficient to control the oxidative stress without any change in antioxidant defenses.
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Future clinical trials should be addressed to evaluate a complete inflammatory scenario in

order to investigate the real role of concurrent training on the post-menopausal women.
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Table 1. Description of numerical outcomes between interventions groups. All values are
presented as mean (+ standard deviation) for parametric data or median (interquartile range)

for nonparametric data.

Variable Group p*
Age (complete years) Control 70 (63-73) 0.1¥
90 min/week 62 (52-74)
150 min/week 61.5 (59-67)
210 min/week 63 (62-65)
Total 63 (60-68)
Familiar income (USS) Control 846 (612-1692) 0.2¥
90 min/week 538 (338-846)
150 min/week 867 (444-1269)
210 min/week 423 (306-655)
Total 612 (338-1015)
Resting heart rate (bpm) Control 65.8 (7.9) 0.9%
90 min/week 64.7 (13.1)
150 min/week 64.5(9.2)
210 min/week 68.1(12.1)
Total 65.5 (10.6)
Systolic blood pressure Control 119.8 (6.7) 1.0#
(mmHg) 90 min/week 118.2 (20.4)
150 min/week 121.2 (12.4)
210 min/week 121.0(14.2)
Total 120.8 (14.3)
Diastolic blood pressure Control 74.4 (8.8) 0.8#
(mmHg) 90 min/week 75.2 (17.2)
150 min/week 76.0 (7.0)
210 min/week 78.7 (7.1)
Total 76.4 (10.6)

* The statistics tests were done between the groups values, excluded the total values
# One-Way Analysis of Variance

¥ Kruskal-Wallis test
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Table 2. Description of categorical outcomes between interventions groups. All values are
exposed as n (%).

Variable Group p*
Control 90 min/week 150 min/week 210 min/week
(n=9) (n=10) (n=10) (n=11)
Marital status  Married 4 (44.4) 4 (40.0) 7 (70.0) 1(9.1) 0.04
Others 5 (55.6) 6 (60.0) 3(30.0) 10 (90.9)
Skin color White 7(77.8) 8 (80.0) 8 (80.0) 8(72.7) 1.0
Others 2(22.2) 2 (20.0) 2 (20.0) 3(27.3)
Educational Incomplete 1(11.2) 4 (4.0) 3(3.0) 4 (36.4) 0.7
level primary
school
Primary 3(33.3) 3(3.0) 1(1.0) 2(18.2)
school
Incomplete 1(11.1) 1(1.0) 2(2.0) 0(0.0)
high school
High school 3(33.3) 1(1.0) 4(4.0) 2(18.2)
Incomplete 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 2(18.2)
higher
education
Higher 1(11.1) 1(1.0) 0(0.0) 1(9.0)
education
Continuous No 0(0.0) 1(10.0) 1(10.0) 1(9.1) 1.0
use of drugs Yes 9 (100.0) 9(90.0) 9(90.0) 10(90.9)
Smoking No 8(88.9) 8 (80.0) 9 (90.0) 10 (90.9) 0.9
Yes 1(11.1) 2(20.0) 1(10.0) 1(9.1)
Alcohol Daily (one 0(0.0) 0(0.0) 1(10.0) 0(0.0) 0.4
intake dose) ’ ’ ’ ’ ’
Sporadically 5(55.6) 4 (40.0) 7 (70.0) 5 (45.5)
No 4 (44.4) 6 (60.0) 2(20.0) 6 (54.5)

* Fisher’s exact test
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Table 3. Change in control (body mass index and physical activity level) and secondary

(handgrip strength and performance in the six-minute walk test) outcomes between week 0

and week 12. All values are presented as mean (* standard deviation) for parametric data or

median (interquartile range) for nonparametric data. Food intake (control outcome) is showed

in the text.

Variable Group Baseline (n 40) Week 12 (n 27) p

Handgrip strength Control 23.61(3.91) 22.98 (4.92) 0.8°

(kgf) 90 min/week 23.80 (5.46) 26.56 (5.76) 0.08¢
150 min/week 25.03 (5.70) 26.67 (6.64) 0.10
210 min/week 24.81 (4.23) 30.39 (4.19) 0.004°
p 0.9* 0.2%

Performanceinthe  Control 466.49 (97.89) 514.5(124.24) 0.6°

six-minute walk test 90 min/week 515.78 (69.08) 581.02 (76.02) 0.07¢

(meters) 150 min/week 552.62 (62.29) 559.57 (53.03) 0.2
210 min/week 539.77 (46.17) 586.69 (66.53) 0.06°
p 0.05# 0.5%#

Body Mass Index Control 29.69 (28.14-34.98)  28.09 (27.35-31.12) O0.7¢
90 min/week 28.25(23.84-31.96) 28.03(23.71-29.61) 0.1v
150 min/week 28.62 (23.61-30.44)  28.97 (24.54-30.15) 0.4v
210 min/week 29.56 (24.49-30.68)  28.20(24.74-32.49) 0.3v
p 0.4¥ 0.8¥

Physical activity Control 30 (0-120) 90 (40-120) 0.7@

level (min/week) 90 min/week 35 (0-200) 90 (60-90) 0.6»
150 min/week 60 (0-120) 65 (20-125) 0.4v
210 min/week 150 (80-300) 150 (60-240) 0.7%
p 0.1¥ 0.6¥

# One-Way Analysis of Variance (between groups)

¥ Kruskal-Wallis test (between groups)

o T-test for paired samples (intragroup)

w Wilcoxon test for paired samples (intragroup)
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Table 4. Change in oxidative stress markers according to the intervention weeks. All values
are presented as mean (+ standard deviation) for parametric data or median (interquartile

range) for nonparametric data.

Variable Group Baseline (n 40) Week 6 (n 31) Week 12 (n 27) p
TBARS Control 0.100 (0.022) 0.119 (0.020) 0.073 (0.040) 0.08*
(hmol TBARS/ 90 min/week 0.144 (0.039)£ 0.159 (0.053) 0.095 (0.020) 0.08*
mg protein) 150 min/week 0.131 (0.028) 0.162 (0.049) 0.062 (0.024)t+ 0.002*
210 min/week 0.137 (0.017) 0.149 (0.018) 0.070 (0.019)*# 0.002¢
p 0.01* 0.3# 0.1n
Thiol content  Control 9.00 (1.45) 12.26 (2.50) 9.24 (1.44) 0.06*
(hmol TNB/ 90 min/week 7.74 (0.94) 12.10 (3.69) 8.55 (2.53) 0.2¢
mg protein) 150 min/week 7.73 (1.85) 12.42 (4.31)F 7.80 (1.51)% 0.008¢
210 min/week 7.07 (1.63) 12.13 (3.65)* 8.32 (1.52)% 0.01¢
p 0.06" 1.0 0.5*
Glutathione Control 42.91(30.10-63.04)  105.01 (20.80) 106.67 (14.45)t 0.03*
peroxidase 90 min/week 54.24(41.41-79.59) 91.26 (44.79) 81.72 (12.52) 0.2*
(U/mg 150 min/week 68.32(42.43-84.64) 80.57 (43.76) 80.04 (18.26)f 1.0*
protein) 210 min/week 63.40(47.25-73.96) 98.87 (33.17) 77.32 (13.01)f 0.05*
p 0.4¥ 0.7# 0.01#
Superoxide Control 6.10(1.33) 6.04 (0.62) 7.75 (0.62)t% 0.02%*
dismutase 90 min/week 5.31(0.79) 5.04 (1.67) 4.79 (1.29) 0.4*
(U/mg 150 min/week 5.72 (1.44) 4.20 (0.79)F 4.86 (1.06)f 0.08*
protein) 210 min/week 4.67 (1.11) 5.02 (1.15) 4,78 (1.46)£ 0.9*
p 0.06* 0.03* <0.001#

# One-Way Analysis of Variance (between groups)

K Analysis of covariance controlling to the baseline scores (between groups)
¥ Kruskal-Wallis test (between groups)
f Difference statistically significant (p<0.05) of the control group values (between groups)
* Repeated measures analysis of variance (intragroup)
a Skillings-Mack test (intragroup)
T Difference statistically significant (p<0.05) of the baseline values (intragroup)
¥ Difference statistically significant (p<0.05) of the week 6 values (intragroup)
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Table 5. Change in inflammation parameters according to the intervention weeks. All values
are presented as mean (t standard deviation) for parametric data or median (interquartile

range) for nonparametric data.

Variable Group Baseline (n 40) Week 6 (n 31) Week 12 (n 27) p
Interleukin-6 Control 4.60(3.96-5.77)  3.62(3.42-4.41) 4.47(4.26-4.54)  0.2*
(pg/mL) 90 min/week 458(3.62-4.88)  4.14(3.54-4.29) 3.82(3.57-8.92)  0.9¢
150 min/week  4.50(3.84-6.35)  4.39(4.06-4.87)  4.71(3.46-5.39)  0.5¢
210 min/week  5.27(4.05-13.01)  4.67(3.67-6.69)  5.55(3.97-7.01)  0.4¢
p 0.5¥ 0.4% 0.5¥
Butyrylcholinesterase Control 9.35(2.79) 10.07 (0.83) 11.16 (1.65) 0.05%*
pmol BuSCh/h/mg of 90 min/week 10.83 (2.00) 11.46 (2.83) 9.49 (1.28) 0.4*
protein 150 min/week 7.44 (4.31) 9.40 (2.85) 8.71(1.78) 0.5*
210 min/week 7.31(4.23) 11.02 (2.83) 10.34 (2.77) 0.4*
p 0.2¢ 0.4* 0.2¢
Adenosine deaminase Control 31.12 (5.96) 42.11 (10.74) 43.11(20.21) 0.1«
(U/L) 90 min/week 29.94 (11.72) 42.54 (10.07) 45.89 (9.75) 0.06*
150 min/week 31.83 (5.84) 42.34 (11.53) 37.83(10.51)  0.08*
210 min/week 25.91 (8.45) 45.03 (9.05)t 47.70 (17.90)t  0.002*
p 0.4* 0.9% 0.6%

# One-Way Analysis of Variance (between groups)

¥ Kruskal-Wallis test (between groups)
* Repeated measures analysis of variance (intragroup)

a Skillings-Mack test (intragroup)
T Difference statistically significant (p<0.05) of the base line values (intragroup)
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5. Press-release

(Dissertacao de Matheus Pintanel Silva de Freitas)
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Mulheres na menopausa que realizam trés sessdes de pratica de atividade
fisica por semana reduzem o risco de doencgas crdnicas

A menopausa se caracteriza pela reducdo na producdo dos hormonios
relacionados com o controle da ovulacdo e com o desenvolvimento das
caracteristicas sexuais femininas (os estrogénios). Essa deficiéncia é chamada
de hipoestrogenia. Como consequéncia, as mulheres estdo a, pelo menos, um
ano sem menstruar possuem uma concentragdo acima do normal de
inflamacao no corpo, além de imunidade baixa.

Estresse oxidativo € uma disfuncdo que pode causar uma série de doencas,
como enfisema pulmonar, aterosclerose, cancer, doencas inflamatorias e
envelhecimento precoce. O estresse oxidativo esta diretamente relacionado
com a inflamacéo, pois células inflamatorias produzem espécies reativas de
oxigénio. Devido a isso, mulheres na menopausa tém uma producao
naturalmente elevada dessas espécies, causando estresse oxidativo.

O treinamento concorrente € amplamente realizado em academias de
ginastica/musculacéo, tanto para pessoas que estdo em busca de qualidade de
vida, quanto para as que visam algum objetivo mais especifico (como aumento
da massa muscular, da resisténcia, etc.). Esse método é caracterizado por
exercicios prolongados (como caminhada ou exercicios na bicicleta) e de
musculagdo na mesma sessdo de treino. Como o0 exercicio continuo ja tem
efeitos conhecidos que combatem o estresse oxidativo e a inflamacéao, torna-se
importante verificar se o exercicio continuo associado ao treino de musculagéo
tem capacidade de diminuir o estresse oxidativo.

O aluno do curso de Mestrado em Educacao Fisica da Universidade Federal de
Pelotas, Prof. Matheus Pintanel Silva de Freitas, sob orientacdo do Prof. Dr.
Airton José Rombaldi e coorientacdo da Prof.2 Dr.2 Francieli Moro Stefanello,
realizou um estudo que verificou o efeito de diferentes dura¢es de treinamento
concorrente em parametros inflamatérios e do estresse oxidativo em mulheres
pos-menopausadas durante 12 semanas.

Eles realizaram um estudo que incluiu 42 mulheres pds-menopausadas
divididas em quatro grupos. Um grupo realizava nenhum tipo de exercicio, 0s
outros realizavam trés sessfes de treinamento concorrente por semana, sendo
gue o segundo grupo realizava 30 minutos a cada sessao, o terceiro, 50
minutos e o quarto, 70 minutos.

by

No final do estudo, os pesquisadores chegaram a conclusédo de que a
realizacdo do treinamento concorrente em trés secdes por semana com 50
minutos ou mais de duracdo diminuiu o estresse oxidativo das participantes.
Entdo, se vocé estd na menopausa e quer reduzir o estresse oxidativo de seu
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organismo (prevenindo uma série de doencas como enfisema pulmonar,
aterosclerose, cancer, doencas inflamatérias e envelhecimento precoce), além
de acumular todos os efeitos benéficos que um estilo de vida ativo traz para
sua vida, basta se engajar em um programa de treinamento concorrente com o
educador fisico mais préximo e realizar trés sessfes durante a semana, de 50
minutos ou mais.
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6. Anexos

(Dissertacao de Matheus Pintanel Silva de Freitas)
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Anexo 1. Normas de submissdo da RBME
INSTRUCOES AOS AUTORES
REVISTA ¢
BRASILEIRA e Escopo e Politica

e Forma e preparagdo de manuscritos

DE MEDIC[NA e Envio de manuscritos

DO ESPORTE

BRAZILIAN JOURNAL OF SPORTS MEDICINE

ISSN 1517-8692 versao impressa
ISSN 1806-9940 versao on-line

Escopo e Politica

A Revista Brasileira de Medicina do Esporte -

RBME (Brazilian Journal of Sports Medicine) érgao oficial
de publicacao bimestral da Sociedade Brasileira de
Medicina do Exercicio e do Esporte (SBMEE), indexada na
Web Of Science (ISI), SciELO, SIBRADID, Excerpta
Medica-EMBASE, Physical Education Index, LILACS e
SIRC-Sportdiscus.

A RBME adota as regras de preparacdao de manuscritos
da Uniform Requirements for Manuscripts Submitted

to Biomedical Journals (International Committee of
Medical Journal Editors. Uniform requirements for
manuscripts submitted to biomedical journals. Ann Intern
Med 1997,;126:36-47), disponivel (www.icmje.org).

TAXA PARA PUBLICACAO: Para possibilitarmos a
viabilizagdo e continuidade da Revista Brasileira de
Medicina do Esporte (RBME) informamos aos autores
gue a partir da edicdo vol. 20 n® 01- 2014, serd instituida
uma taxa para publicacdo de artigos quando de sua
aprovacgao. Apds a liberagao do trabalho para publicagédo,
comunicada pelo editor-chefe, deverao efetuar o depdsito
em nome da Associacao Brasileira de Medicina do Esporte
- CNPJ 30.504.005-0001-12; Banco Bradesco, agencia
0449, Conta: 0001353-6. Enviar comprovante de depdsito
para o e-mail atharbme@uol.com.br mencionando o
numero de protocolo do trabalho (RBME 0000), o titulo
do artigo e o nome do autor de
correspondéncia/submissdo. VALORES: Para os socios
da Sociedade Brasileira de Medicina e do Exercicio e
do Esporte (SBMEE) o valor correspondera a R$
800,00 ($337 dolares) e para ndo socios R$
1.000,00 ($420 délares). Na submissdo do manuscrito,
apos completar o cadastro, o autor deve ler e concordar
com os termos de originalidade, relevancia e qualidade,
bem como sobre a cobranca da taxa. Ao indicar sua
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ciéncia desses itens, o0 manuscrito sera registrado no
sistema para avaliagdo.

Forma e preparacao de manuscritos

DUPLA SUBMISSAO: os artigos submetidos & RBME serdo considerados para
publicacdo somente com a condigao de que ndo tenham sido publicados ou ndo
estejam em processo de avaliagdo para publicacdo em outro periddico, seja na sua
versdo integral ou em parte. A RBME ndo considerara para publicacdo artigos
cujos dados tenham sido disponibilizados na Internet para acesso publico. Se
houver no artigo submetido algum material em figuras ou tabelas ja publicado em
outro local, a submissdo do artigo devera ser acompanhada de copia do material
original e da permissdao por escrito para reproducdo do material.

CONFLITO DE INTERESSE: os autores deverao explicitar qualquer potencial
conflito de interesse relacionado ao artigo submetido, conforme determinacao da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (RDC 102/ 2000) e do Conselho Federal
de Medicina (Resolugdo n® 1.595/2000). Esta exigéncia visa informar os editores,
revisores e leitores sobre relagdes profissionais e/ou financeiras (como patrocinios
e participacdo societaria) com agentes financeiros relacionados aos produtos
farmacéuticos ou equipamentos envolvidos no trabalho, os quais podem
teoricamente influenciar as interpretacdes e conclusdes do mesmo. A existéncia
ou nao de conflito de interesse declarado estardao ao final de todos os artigos
publicados.

BIOETICA DE EXPERIMENTOS COM SERES HUMANOS: a realizacdo de
experimentos envolvendo seres humanos deve seguir a resolucdo especifica do
Conselho Nacional de Saude (n°® 196/96) disponivel (www.conselho.saude.gov.br),
incluindo a assinatura de um termo de consentimento informado e a protecao da
privacidade dos voluntarios.

BIOETICA DE EXPERIMENTOS COM ANIMAIS: a realizacdo de experimentos
envolvendo animais deve seguir resolugoes especificas (Lei n°® 6.638, de 08 de
maio de 1979; e Decreto n°® 24.645 de 10 de julho de 1934).

ENSAIOS CLINICOS: A RBME apoia as politicas para registro de ensaios clinicos
da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e do Comité Internacional de Editores de
Diarios Médicos (ICMJE), reconhecendo a importancia dessas iniciativas para o
registro e divulgacdo internacional de informacao sobre estudos clinicos, em
acesso aberto. Sendo assim, somente serdao aceitos para publicacao, a partir de
2007, os artigos de pesquisas clinicas que tenham recebido um nimero de
identificacdo em um dos Registros de Ensaios Clinicos validados pelos critérios
estabelecidos pela OMS e ICMIJE, cujos enderecos estdo disponiveis no site do
ICMJE. O numero de identificacdo devera ser registrado no texto do artigo.

REVISAO PELOS PARES (PEER REVIEW): todos os artigos submetidos serdo
avaliados, por revisores (duplo-cego) com experiéncia e competéncia profissional
na respectiva area do trabalho e que emitirdo parecer fundamentado, os quais
serdo utilizados pelos Editores para decidir sobre a aceitagdo do mesmo. Os
critérios de avaliacdo dos artigos incluem: originalidade, contribuicdo para corpo
de conhecimento da area, adequagdo metodoldgica, clareza e atualidade.
Considerando o crescente nimero de submissdes a RBME, artigos serdo também
avaliados quanto a sua relevancia no que tange a contribuicdo para o
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conhecimento especifico na area. Assim, artigos com adequagao metodoldgica e
resultados condizentes poderdo nao ser aceitos para publicacdo quando julgados
como de baixa relevancia pelos Editores. Tal decisdo de recusa ndo estara sujeita
a recurso ou contestacdo por parte dos autores. Os artigos aceitos para publicagao
poderao sofrer revisoes editoriais para facilitar sua clareza e entendimento sem
alterar seu conteudo.

CORRECI\O DE PROVAS GRAFICAS: logo que prontas, as provas graficas em
formato eletronico serdo enviadas, por e-mail, para o autor responsavel pelo
artigo. Os autores deverdo devolver, também por e-mail, a prova grafica com as
devidas correcGes em, no maximo, 48 horas apds o seu recebimento.

DIREITOS AUTORAIS: todas as declaragdes publicadas nos artigos sao de
inteira responsabilidade dos autores. Entretanto, todo material publicado torna-se
propriedade da Editora, que passa a reservar os direitos autorais. Portanto,
nenhum material publicado naRBME podera ser reproduzido sem a permissdo por
escrito da Editora. Todos os autores de artigos submetidos a RBME deverdo
assinar um Termo de Transferéncia de Direitos Autorais, que entrara em vigor a
partir da data de aceite do trabalho.

PREPARACAO DO MANUSCRITO: o artigo submetido deve ser digitado em
espaco duplo, fonte Arial 12, tamanho A4, sem numerar linhas ou paragrafos, e
numerando as paginas no canto superior direito. Figuras e tabelas devem ser
apresentados no final do artigo em paginas separadas. No corpo do texto, deve-
se informar os locais para insergao das tabelas ou figuras. No texto, nimeros
menores que 10 sdo escritos por extenso, enquanto que nimeros de 10 em diante
sdo expressos em algarismos arabicos. Os manuscritos que ndo estiverem de
acordo com as instrugdes aos autores, em relagdo ao estilo e formato serdo
devolvidos sem revisao pelo Conselho Editorial.

FORMATO DOSARQUIVOS: para o texto, usar editor de texto do tipo Microsoft
Word para Windows ou equivalente. Nao enviar arquivos em formato PDF. As
tabelas e quadros deverdo estar em seus arquivos originais (Excel, Acess,
Powerpoint, etc.) As figuras deverdo estar nos formatos jpg ou tif em alta
resolugdo com 300 DPIs. Deverdo estar incluidas no arquivo Word, mas também
devem ser enviadas separadamente (anexadas durante a submissao do artigo
como documento suplementar em seus arquivos originais).

e Pagina de rosto: deve conter (1) categoria do artigo; (2) o titulo do
artigo, que deve ser objetivo, mas informativo em portugués e inglés com
até 80 caracteres; (3) nomes completos dos autores; instituicdao; formagéo
académica de origem (a mais relevante); cidade, estado e pais; (4) nome
do autor correspondente, com endereco completo, telefone e e-mail. A
titulacdo dos autores ndo deve ser incluida.

¢ Resumo: deve conter (1) o resumo em portugués e em inglés, com nao
mais do que 300 palavras, estruturado somente nos artigos originais de
forma a conterintroducdo objetivo, métodos, resultados e conclusao.

¢ Palavras-chave: deve conter trés a cinco palavras-chave que ndo
constem no titulo do artigo. Usar obrigatoriamente em portugués termos
baseados nos descritores em Ciéncias da Saude (DeCS)
(www.decs.bireme.br), e em inglés apresentarkeywords baseados
no Medical SubjectHeading (MeSH), do Index
Medicus (http://www.nlm.nih.gov/mesh/).

¢ Introducao: deve conter (1) justificativa objetiva para o estudo, com
referéncias pertinentes ao assunto, sem realizar uma revisdo extensa; (2)
objetivo do artigo.
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¢ Materiais e Métodos: deve descrever o experimento (quantidade e
qualidade) e os procedimentos em detalhes suficientes que permitam a
outros pesquisadores reproduzirem os resultados ou darem continuidade
ao estudo. Deve conter: (1) descricdo clara da amostra utilizada; (2) termo
de consentimento para estudos experimentais envolvendo humanos; (3)
identificacdo dos métodos, aparelhos (fabricantes e endereco entre
parénteses) e procedimentos utilizados de modo suficientemente
detalhado, de forma a permitir a reproducao dos resultados pelos leitores;
(4) descricdo breve e referéncias de métodos publicados, mas ndo
amplamente conhecidos; (5) descricdo de métodos novos ou modificados;
(6) quando pertinente, incluir a analise estatistica utilizada, bem como os
programas utilizados.

¢ Resultados: deve conter (1) apresentacao dos resultados em sequéncia
l6gica, em forma de texto, tabelas e figuras; evitar repeticdo excessiva de
dados em tabelas ou figuras e no texto; (2) enfatizar somente observacdes
importantes.

o Discussao: deve conter (1) énfase nos aspectos originais e importantes do
estudo, evitando repetir em detalhes dados ja apresentados na Introdugao
e nos Resultados; (2) relevancia e limitacGes dos achados, confrontando
com os dados da literatura, incluindo implicagdes para futuros estudos.

e Conclusdes: especificar apenas as conclusdes que podem ser sustentadas,
junto com a significancia clinica (evitando excessiva generalizagdo). Tirar
conclusdes baseadas nos objetivos e hipdteses do estudo. A mesma énfase
deve ser dada a estudos com resultados negativos ou positivos.
Recomendagodes podem ser incluidas, quando relevantes.

e Agradecimentos: deve conter (1) contribuigdes que justificam
agradecimentos, mas nao autoria; (2) fontes de financiamento e apoio de
uma forma geral; (3) os autores sdo responsaveis em obter permissdo, por
escrito, de todos os que receberam agradecimentos nominais, uma vez que
os leitores podem inferir que estas pessoas endossem dasados e
conclusoes.

o Referéncias: devem ser numeradas na sequéncia em que aparecem no
texto, em formato sobrescrito. As referéncias citadas somente em legendas
de tabelas ou figuras devem ser numeradas de acordo com uma sequéncia
estabelecida pela primeira mencao da tabela ou da figura no texto. O estilo
das referéncias bibliograficas deve seguir as regras do Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals
(International Committee of Medical Journal Editors - Ann Intern
Med. 1997;126(1):36-47. http://www.icmje.org). Alguns exemplos mais
comuns sdao mostrados abaixo. Para os casos nao mostrados aqui,
consultar a referéncia acima. Os titulos dos periddicos devem ser
abreviados de acordo com o Index Medicus (List of Journals
Indexed: http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/lji.html). Se o periédico nao
constar dessa lista, deve-se utilizar a abreviatura sugerida pelo proprio
periodico. Deve-se evitar utilizar “comunicacbes pessoais” ou “observacoes
nao publicadas” como referéncias. Um resumo apresentado deve ser
utilizado somente se for a Unica fonte de informacao.

Exemplos:

1) Artigo padrao em periddico: (deve-se listar todos os autores; se o nimero
ultrapassar seis, colocar os seis primeiros, seguidos por et al.): You CH, Lee KY,
Chey RY, Mrnguy R. Electrocardiographic study of patients with unexplained
nausea, bloating and vomiting. Gastroenterology. 1980;79(2):311-4. Goate AM,
Haynes AR, Owen MJ, Farrall M, James LA, Lai LY, et al. Predisposing locus for
Alzheimer’s disease on chromosome 21. Lancet. 1989;1(8634):352-5.

2) Autor institucional: The Royal Marsden Hospital Bone-Marrow Transplantation
Team. Failure of syngeneic bone-marrow graft without preconditioning in post-
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hepatitis marrow aplasia. Lancet. 1977;2(8041):742-4.

3) Livro com autor(es) responsaveis por todo o conteido: Armour WJ,
Colson JH. Sports injuries and their treatment. 2nd ed. London: Academic Press;
1976.

4) Livro com editor(es) como autor(es): Diener HC, Wilkinson M, editors.
Drug-induced headache. New York: Springer-Verlag; 1988.

5) Capitulo de livro: Weinstein L, Swartz MN. Pathologic properties of invading
microorganisms. In: Sodeman WA Jr, Sodeman WA, editors. Pathologic
physiology: mechanisms of disease. Philadelphia: Saunders; 1974. p.457-72

TABELAS: as tabelas devem ser elaboradas em espaco 1,5, devendo ser
planejadas para ter como largura uma (8,7cm) ou duas colunas (18 cm). Cada
tabela deve possuir um titulo sucinto; itens explicativos devem estar ao pé da
tabela. A tabela deve conter médias e medidas de dispersao (DP, EPM, etc.), nao
devendo conter casas decimais irrelevantes. As abreviaturas devem estar de
acordo com as utilizadas no texto e nas figuras. Os cddigos de identificacdo de
itens da tabela devem estar listados na ordem de surgimento no sentido
horizontal e devem ser identificados pelos simbolos padrao.

FIGURAS: serdo aceitas figuras em preto-e-branco. Imagens coloridas poderao
ser publicadas quando forem essenciais para o conteudo cientifico do artigo.
Nestes casos, o custo serdo arcados pelos autores. Para detalhes sobre figuras
coloridas, solicitamos contatar diretamente a Atha Editora
(atharbme@uol.com.br). Figuras coloridas poderdo ser incluidas na versao
eletronica do artigo sem custo adicional para os autores. Os desenhos das figuras
devem ser consistentes e tdo simples quanto possivel. Ndo utilizar tons de cinza.
Todas as linhas devem ser sélidas. Para graficos de barra, por exemplo, utilizar
barras brancas, pretas, com linhas diagonais nas duas diregdes, linhas em xadrez,
linhas horizontais e verticais. A RBME desestimula fortemente o envio de
fotografias de equipamentos e animais. As figuras devem ser impressas com bom
contraste e largura de uma coluna (8,7cm) no total. Utilizar fontes de no minimo
10 pontos para letras, nUmeros e simbolos, com espagamento e alinhamento
adequados. Quando a figura representar uma radiografia ou fotografia sugerimos
incluir a escala de tamanho quando pertinente.

TIPOS DE ARTIGOS

ARTIGO ORIGINAL: a RBME aceita todo tipo de pesquisa original nas areas de
Medicina e Ciéncias do Exercicio e do Esporte, incluindo pesquisas em seres
humanos e pesquisa experimental. Deve ser estruturado com os seguintes itens:
Resumo estruturado; Introducdo; Materiais e Métodos; Resultados; Discussdo e
Conclusoes.

ARTIGOS DE REVISAO: os artigos de revisdo sdo habitualmente encomendados
pelo Editor a autores com experiéncia comprovada na area. Que expresse a
experiéncia publicada do (a) autor (a) e ndo reflita, apenas, uma revisao da
literatura. Artigos de revisdo deverdo abordar temas especificos com o objetivo de
atualizar os menos familiarizados com assuntos, topicos ou questdes especificas
nas areas de Medicina e Ciéncias do Exercicio e do Esporte. O Conselho Editorial
avaliard a qualidade do artigo, a relevancia do tema escolhido e o comprovado
destaque dos autores na area especifica abordada. A inadequagdo de qualquer um
dos itens acima acarretara na recusa do artigo pelos editores, sem que o mesmo
seja enviado para o processo de revisao pelos pares.

REVISAO SISTEMATICA/ATUALIZACAO/META-ANALISE: a RBME encoraja
0s autores a submeterem artigos de revisdo sistematica da literatura nas areas de
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Medicina e Ciéncias do Exercicio e do Esporte. O Conselho Editorial avaliara a
qualidade do artigo, a relevancia do tema escolhido, o procedimento de busca, os
critérios para inclusdo dos artigos e o tratamento estatistico utilizado. A
inadequacao de qualquer um dos itens acima acarretara na recusa do artigo pelos
editores, sem que o mesmo seja enviado para o processo de revisao pelos pares.

Recomendacdes para artigos submetidos a Revista Brasileira de Medicina do Esporte

Tipo de Artigo Resumo Namero de |Referéncias | Figuras |Tabelz
palavras**
Origina Estruturado maximo 2.500 20 10 G
300 palavras
Revisdo® MNao estruturado 4,000 &0
Revisdo Sistematica/ | maximo 300 palavras

Meta-analise

Atualizacdo M3o estruturado 4.000 &0 3 2

maximo 300 palavras

“a convite dos Editores; ** excluindo resumo, referéncias, tabelas e figuras.

Envio de manuscritos

INSTRUCOES PARA ENVIO: todos os artigos deverdo
ser submetidos diretamente no

site http://submission.scielo.br/index.php/rbme. Na
submissdo eletronica do artigo, os autores deverdo
anexar como Documento Suplementar: (1) Termo de
Divulgacdo de Potencial Conflito de Interesses; (2) Termo
de Transferéncia de Direitos Autorais. Nao serdo aceitas
submissdes por e-mail, correios ou quaisquer outras vias
gue ndo a submissao eletrénica no site supra-
mencionado.

Caso ocorra a necessidade de esclarecimentos adicionais,
favor entrar em contato com a Atha Comunicacao e
Editora - Rua: Machado Bittencourt, 190, 4° andar - Vila
Mariana - Sao Paulo Capital CEP 04044-000 - E-

mail: atharbme@uol.com.br - telefone 55-11-5087-9502
com Fernanda Colmatti /Arthur T. Assis.

Todo o contelddo do periddico, exceto onde identificado,
esta licenciado sob uma Licenga Creative
Commons Atribuicao-tipo BY-NC.
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As of January 2015, our manuscript guidelines have been updated in line with

our new submission requirements. Please review the information below to

properly prepare and format your submission. For a detailed overview of what

has changed, please see our PLOS Blogs post.

Format Requirements

Guidelines for Standard Sections
Title

Authors and Affiliations

Abstract

Introduction

Materials and Methods

Results, Discussion, and Conclusions

Acknowledgments

References
Figure Legends

Supporting Information Captions

Data Reporting Guidelines

Accession Numbers

Striking Images

Tables
Specific Reporting Guidelines

Human Subject Research

Clinical Trials
Animal Research

Observational and Field Studies

Cell Line Research

Blots and Gels
Antibodies
Systematic Review/Meta-Analysis

Paleontology and Archaeology Research

Software Papers

Database Papers

New Zoological Taxon

New Botanical Taxon
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New Fungal Taxon

Qualitative Research

1. Format Requirements

PLOS ONE does not consider presubmission inquiries. All submissions should be prepared
with the following files:

Cover letter
Manuscript, including tables and figure legends

Figures (guidelines for preparing figures can be found at the Figure and Table Guidelines)
Prior to submission, authors who believe their manuscripts would benefit from professional
editing are encouraged to use language-editing and copyediting services. Obtaining this service
is the responsibility of the author, and should be done before initial submission. These services
can be found on the web using search terms like "scientific editing service" or "manuscript
editing service." Submissions are not copyedited before publication.

In addition to the guidelines below, please refer to our downloadable sample files to make sure
that your submission meets our formatting requirements:

Download sample title, author list, and affiliations page (PDF)

Download full manuscript sample (PDF)
Submissions that do not meet the PLOS ONE Publication Criterion for language
standards may be rejected.

Cover Letter

You should supply an approximately one page cover letter that:

Concisely summarizes why your paper is a valuable addition to the scientific literature

Briefly relates your study to previously published work

Specifies the type of article you are submitting (for example, research article, systematic review,
meta-analysis, clinical trial)

Describes any prior interactions with PLOS regarding the submitted manuscript

Suggests appropriate PLOS ONE Academic Editors to handle your manuscript (view

a complete listing of our academic editors)

Lists any opposed reviewers

Your cover letter should not include requests to reduce or waive publication fees. Should your
manuscript be accepted, you will have the opportunity to include your requests at that time.
See PLOS ONE Editorial Policy for more information regarding publication fees.

Manuscript Organization

PLOS ONE considers manuscripts of any length. There are no explicit restrictions for the
number of words, figures, or the length of the supporting information, although we encourage a
concise and accessible writing style. We will not consider monographs.
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All manuscripts should be double-spaced and include line numbers and page numbers.

Manuscripts should begin with the ordered sections:

Title
Authors
Affiliations
Abstract

Introduction
and end with the sections of:

Acknowledgments
References

Supporting Information Captions
Figures should be cited in ascending numeric order upon first appearance. Each figure caption
should then be inserted immediately after the first paragraph in which it is cited in the article file.

Figures should not be included in the main manuscript file. Each figure must be prepared
and submitted as an individual file. Find more information about preparing figures here.

Tables should be cited in ascending numeric order upon first appearance. Each table should
then be inserted immmediately after the first paragraph in which it is cited in the article file.

The title, authors, and affiliations should all be included on a title page as the first page of the
manuscript file.

There are no explicit requirements for section organization between these beginning and ending
sections. Articles may be organized in different ways and with different section titles, according
to the authors' preference. In most cases, internal sections include:

Materials and Methods
Results
Discussion

Conclusions (optional)

PLOS ONE has no specific requirements for the order of these sections, and in some cases it
may be appropriate to combine sections. Guidelines for individual sections can be

found below. Limit section and sub-sections to three headings levels.

Abbreviations should be kept to a minimum and defined upon first use in the text. Non-standard
abbreviations should not be used unless they appear at least three times in the text.

Standardized nomenclature should be used as appropriate, including appropriate usage of
species names and Sl units.

PLOS articles do not support text footnotes. If your accepted submission contains footnotes,
you will be asked to move that material into either the main text or the reference list, depending
on the content.
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Manuscript File Requirements

Authors may submit their manuscript files in Word (as .doc or .docx), LaTeX (as .pdf), or RTF
format. Word files must not be protected.

LaTeX Submissions. If you would like to submit your manuscript using LaTeX, you must
author your article using the PLOS ONE LaTeX template and BibTeX style sheet.
Articles prepared in LaTeX may be submitted in PDF format for use during the review process.
After acceptance, however, .tex files will be required. Please consult our LaTeX

quidelines for a list of what will be required.

Microsoft Word Submissions with Equations. If your manuscript is or will be in Microsoft
Word and contains equations, you must follow the instructions below to make sure that your
equations are editable when the file enters production.

Format display equations only in MathType (http://www.dessci.com/en/products/mathtype/).

Inline equations should be completely input via MathType. Do not include an equation that is
part text, part MathType.

Do not use graphic objects.

If you have already composed your article in Microsoft Word and used its built-in equation
editing tool, your equations will become unusable during the typesetting process. To resolve this
problem, re-key your equations using MathType.

If you do not follow these instructions, PLOS will not be able to accept your file.

Back to top

2. Guidelines for Standard Sections
Title

Manuscripts must be submitted with both a full title and a short title, which will appear at the top
of the PDF upon publication if accepted. Only the full title should be included in the manuscript
file; the short title will be entered during the online submission process.

The full title must be 250 characters or fewer. It should be specific, descriptive, concise, and
comprehensible to readers outside the subject field. Avoid abbreviations if possible. Where
appropriate, authors should include the species or model system used (for biological papers) or
type of study design (for clinical papers).

Examples:
Impact of Cigarette Smoke Exposure on Innate Immunity: A Caenorhabditis elegans Model

Solar Drinking Water Disinfection (SODIS) to Reduce Childhood Diarrhoea in Rural Bolivia: A

Cluster-Randomized, Controlled Trial
The short title must be 50 characters or fewer and should state the topic of the paper.

Back to top
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Authors and Affiliations

All author names should be listed in the following order:

First names (or initials, if used),
Middle names (or initials, if used), and

Last names (surname, family name)

Each author should list an associated department, university, or organizational affiliation and its
location, including city, state/province (if applicable), and country. If the article has been
submitted on behalf of a consortium, all author names and affiliations should be listed at the end
of the article.

This information cannot be changed after initial submission, so please ensure that it is
correct.

To qualify for authorship, one should contribute to all of the following:

Conception and design of the work, acquisition of data, or analysis and interpretation of data
Drafting the article or revising it critically for important intellectual content
Final approval of the version to be published

Agreement to be accountable for all aspects of the work

All persons designated as authors should qualify for authorship, and all those who qualify
should be listed. Each author must have participated sufficiently in the work to take public
responsibility for appropriate portions of the content. Those who contributed to the work but do
not qualify for authorship should be listed in the acknowledgments.

When a large group or center has conducted the work, the author list should include the
individuals whose contributions meet the criteria defined above, as well as the group name.

All authors must approve the final manuscript before submission. PLOS ONE will contact all
authors by email at submission to ensure that they are aware of the submission of the
manuscript.

One author should be designated as the corresponding author, and his or her email address or
other contact information should be included on the manuscript cover page. This information will
be published with the article if accepted.

See the PLOS Editorial and Publishing Policies for more information.

Back to top
Abstract

The abstract should:

Describe the main objective(s) of the study
Explain how the study was done, including any model organisms used, without methodological

detail
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Summarize the most important results and their significance

Not exceed 300 words
Abstracts should not include:

Citations

Abbreviations, if possible
Back to top

Introduction
The introduction should:

Provide background that puts the manuscript into context and allows readers outside the field to
understand the purpose and significance of the study

Define the problem addressed and why it is important

Include a brief review of the key literature

Note any relevant controversies or disagreements in the field

Conclude with a brief statement of the overall aim of the work and a comment about whether

that aim was achieved
Back to top

Materials and Methods

This section should provide enough detail to allow suitably skilled investigators to fully replicate
your study. Specific information and/or protocols for new methods should be included in detail. If
materials, methods, and protocols are well established, authors may cite articles where those
protocols are described in detail, but the submission should include sufficient information to be
understood independent of these references.

We encourage authors to submit detailed protocols for newer or less well-established methods
as Supporting Information. Further information about formatting Supporting Information files,
can be found here.

Methods sections of papers on research using human or animal subjects and/or tissue or
field sampling must include required ethics statements. See theReporting Guidelines for
human research, clinical trials, animal research, and observational and field
studies for more information.

Methods sections of papers with data that should be deposited in a publicly available
database should specify where the data have been deposited and provide the relevant
accession numbers and version numbers, if appropriate. Accession numbers should be
provided in parentheses after the entity on first use. If the accession numbers have not yet been
obtained at the time of submission, please state that they will be provided during review. They
must be provided prior to publication. A list of recommended repositories for different types of
data can be found here.

Methods sections of papers using cell lines must state the origin of the cell lines used. See
the Reporting Guidelines for cell line research for more information.
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Methods sections of papers adding new taxon names to the literature must follow the
Reporting Guidelines below for a new zoological taxon, botanical taxon, or fungal
taxon.

Back to top

Results, Discussion, and Conclusions

These sections may all be separate, or may be combined to create a mixed Results/Discussion
section (commonly labeled "Results and Discussion") or a mixed Discussion/Conclusions
section (commonly labeled "Discussion"). These sections may be further divided into
subsections, each with a concise subheading, as appropriate. These sections have no word
limit, but the language should be clear and concise.

Together, these sections should describe the results of the experiments, the interpretation of
these results, and the conclusions that can be drawn. Authors should explain how the results
relate to the hypothesis presented as the basis of the study and provide a succinct explanation
of the implications of the findings, particularly in relation to previous related studies and potential
future directions for research.

PLOS ONE editorial decisions do not rely on perceived significance or impact, so authors
should avoid overstating their conclusions. See the PLOS ONEPublication Criteria for more
information.

Back to top
Acknowledgments
People who contributed to the work but do not fit the PLOS ONE authorship

criteria should be listed in the acknowledgments, along with their contributions. You must
ensure that anyone named in the acknowledgments agrees to being so named.

Funding sources should not be included in the acknowledgments, or anywhere in the
manuscript file. You will provide this information during the manuscript submission process.
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References

General guidelines

PLOS uses the reference style as outlined in the ICMJE sample references, also referred to

as the “Vancouver” style.

References must be listed at the end of the manuscript and numbered in the order that they
appear in the text.

In the text, citations should be indicated by the reference number in brackets.

Authors may cite any and all available works in the reference list.

Authors may not cite unavailable and unpublished work, including manuscripts that have been

submitted but not yet accepted (e.g., “unpublished work,” “data not shown”).
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If an article is submitted to a journal and also publicly available as a pre-print, the pre-print may
be cited.

If related work has been submitted to PLOS ONE or elsewhere, authors should include a copy
with the submitted article as confidential supplementary information, for review purposes only.
Authors should not state 'unpublished work' or ‘data not shown," but instead include those data
as supplementary material or deposit the data in a publicly available database.

Journal name abbreviations should be those found in the NCBI databases.
Reference formatting

Because all references will be linked electronically as much as possible to the papers they cite,
proper formatting of the references is crucial. References should be formatted as follows:

Published papers

1. Hou WR, Hou YL, Wu GF, Song Y, Su XL, Sun, B, et al. cDNA, genomic sequence cloning
and overexpression of ribosomal protein gene L9 (rpL9) of the giant panda (Ailuropoda
melanoleuca). Genet Mol Res. 2011;10: 1576-1588.

Note: Use of a DOI number for the full-text article is acceptable as an alternative to or in
addition to traditional volume and page numbers:

Devaraju P, Gulati R, Antony PT, Mithun CB, Negi VS. Susceptibility to SLE in South Indian
Tamils may be influenced by genetic selection pressure on TLR2 and TLR9 genes. Mol
Immunol. 2014 Nov 22. pii: S0161-5890(14)00313-7. doi: 10.1016/j.molimm.2014.11.005

Accepted, unpublished papers
Same as above, but “In press” appears instead of the page numbers or DOI.

Websites or online articles

1. Huynen MMTE, Martens P, Hilderlink HBM. The health impacts of globalisation: a conceptual
framework. Global Health. 2005;1: 14. Available:
http://www.globalizationandhealth.com/content/1/1/14.

Books
1. Bates B. Bargaining for life: A social history of tuberculosis. 1st ed. Philadelphia: University of
Pennsylvania Press; 1992.

Book chapters
1. Hansen B. New York City epidemics and history for the public. In: Harden VA, Risse GB,
editors. AIDS and the historian. Bethesda: National Institutes of Health; 1991. pp. 21-28.

Deposited articles (preprints, e-prints, or arXiv)

1. Krick T, Shub DA, Verstraete N, Ferreiro DU, Alonso LG, Shub M, et al. Amino acid
metabolism conflicts with protein diversity; 1991. Preprint. Available: arXiv:1403.3301v1.
Accessed 17 March 2014,

Published media (print or online newspapers and magazine articles)

1. Fountain H. For Already Vulnerable Penguins, Study Finds Climate Change Is Another
Danger. The New York Times. 29 Jan 2014. Available:
http://www.nytimes.com/2014/01/30/science/earth/climate-change-taking-toll-on-penguins-
study-finds.html. Accessed 17 March 2014.
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New media (blogs, websites, or other written works)

1. Allen L. Announcing PLOS Blogs. 2010 Sep 1 [cited 17 March 2014]. In: PLOS Blogs
[Internet]. San Francisco: PLOS 2006 - . [about 2 screens]. Available:
http://blogs.plos.org/plos/2010/09/announcing-plos-blogs/.

Masters' theses or doctoral dissertations

1. Wells A. Exploring the development of the independent, electronic, scholarly journal. M.Sc.
Thesis, The University of Sheffield. 1999. Available: http://cumincad.scix.net/cgi-
bin/works/Show?2e09.

Databases and repositories (Figshare, arXiv)
1. Roberts SB. QPX Genome Browser Feature Tracks; 2013. Database: figshare [Internet].
Accessed: http://figshare.com/articles/QPX_Genome_Browser_Feature_Tracks/701214.

Multimedia (videos, movies, or TV shows)
1. Hitchcock A, producer and director. Rear Window [Film]; 1954. Los Angeles: MGM.
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Figure Legends

Figures should not be included in the manuscript file, but figure legends should be. Guidelines
for preparing figures can be found here.

Figure legends should describe the key messages of a figure. Legends should have a short title
of 15 words or less. The full legend should have a description of the figure and allow readers to
understand the figure without referring to the text. The legend itself should be succinct, avoid
lengthy descriptions of methods, and define all non-standard symbols and abbreviations.

Figures should be cited in ascending numeric order upon first appearance. Each figure caption
should be inserted immediately after the first paragraph in which they are cited in the article file.
Further information about figure captions can be found in the Figure Guidelines.

Back to top

Supporting Information Captions

Because Supporting Information is accessed via a hyperlink attached to its captions, captions
must be listed in the article file. Do not submit a separate caption file. It is acceptable to have
them in the file itself in addition, but they must be in the article file for access to be possible in
the published version.

The file category name and number is required, and a one-line title is highly recommended. A
legend can also be included but is not required. Supporting Information captions should be
formatted as follows.

S1 Text. Title is strongly recommended. Legend is optional.

Please see our Supporting Information guidelines for more details.

Back to top
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Data Reporting Guidelines

All data and related metadata underlying the findings reported in a submitted manuscript should
be deposited in an appropriate public repository, unless already provided as part of the
submitted article. Repositories may be either subject-specific (where these exist) and accept
specific types of structured data, or generalist repositories that accept multiple data types. We
recommend that authors select repositories appropriate to their field. Repositories may be
subject-specific (eg, GenBank for sequences and PDB for structures), general, or institutional,
as long as DOIs or accession numbers are provided and the data are at least as open as
CCBY. Authors are encouraged to select repositories that meet accepted criteria as trustworthy
digital repositories, such as criteria of the Centre for Research Libraries or Data Seal of
Approval. Large, international databases are more likely to persist than small, local ones.

To support data sharing and author compliance of the PLOS data policy, we have integrated our
submission process with a select set of data repositories. The list is neither representative nor
exhaustive of the suitable repositories available to authors. Current repository integration
partners include: Dryad and figshare. Please contact data@plos.org to make recommendations
for further partnerships.

Instructions for PLOS submissions with data deposited in an integration partner repository:

Deposit data in the integrated repository of choice. Once deposition is final and complete, the
repository will provide the author with a dataset DOI (provisional) and private URL for reviewers
to gain access to the data. Enter the given data DOI into the full Data Availability Statement,
which is requested in the Additional Information section of the PLOS Submission form. Then
provide the URL passcode in the Attach Files section. If you have any questions, please contact
us at plosone@plos.org
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Accession Numbers

All appropriate datasets, images, and information should be deposited in public resources.
Please provide the relevant accession numbers (and version numbers, if appropriate).
Accession numbers should be provided in parentheses after the entity on first use. Suggested
databases include, but are not limited to:

ArrayExpress
BioModels Database

Database of Interacting Proteins

DNA Data Bank of Japan [DDBJ]
DRYAD

EMBL Nucleotide Sequence Database
GenBank

Gene Expression Omnibus [GEO]

Protein Data Bank
UniProtKB/Swiss-Prot
ClinicalTrials.gov
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In addition, as much as possible, please provide accession numbers or identifiers for all entities
such as genes, proteins, mutants, diseases, etc., for which there is an entry in a public
database, for example:

Ensembl

Entrez Gene

FlyBase

InterPro

Mouse Genome Database (MGD)

Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM)

PubChem
Providing accession numbers allows linking to and from established databases and integrates
your article with a broader collection of scientific information.
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Striking Images

Authors are encouraged to upload a "striking image" that may be used to represent their paper
online in places like the journal homepage or in search results. The striking image must be
derived from a figure or supporting information file from the paper, ie. a cropped portion of an
image or the entire image. Striking images should ideally be high resolution, eye-catching,
single panel images, and should ideally avoid containing added details such as text, scale bars,
and arrows. If no striking image is uploaded, a figure from the paper will be designated as the
striking image.

Please keep in mind that PLOS's Creative Commons Attribution License applies to
striking images. As such, do not submit any figures or photos that have been previously
copyrighted unless you have express written permission from the copyright holder to publish
under the CCAL license. Note that all published materials in PLOS ONE are freely available
online, and any third party is permitted to read, download, copy, distribute, and use these
materials in any way, even commercially, with proper attribution.

Care should be taken with the following image types in particular:

PLOS ONE is unable to publish any images generated by Google software (Google Maps,
Street View, and Earth)

Maps in general are usually copyrighted, especially satellite maps

Photographs

Commercial or government images, slogans, or logos

Images from Facebook or Twitter

Authors must also take special care when submitting manuscripts that contain potentially
identifying images of people. Identifying information should not be included in the manuscript
unless the information is crucial and the individual has provided written consent by completing
the Consent Form for Publication in a PLOS Journal (PDF).

For license inquiries, e-mail license [at] plos.org.
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Back to top

Tables

Tables should be cited in ascending numeric order upon first appearance. Each table should be
inserted immediately after the first paragraph in which it is cited in the article file. All tables
should have a concise title. Footnotes can be used to explain abbreviations. Citations should be
indicated using the same style as outlined above. Tables occupying more than one printed
page should be avoided, if possible. Larger tables can be published as Supporting
Information. Please ensure that table formatting conforms to our Guidelines for table

preparation.
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3. Specific Reporting Guidelines

Human Subject Research

Methods sections of papers on research using human subject or samples must include ethics
statements that specify:

The name of the approving institutional review board or equivalent committee(s). If approval
was not obtained, the authors must provide a detailed statement explaining why it was not
needed

Whether informed consent was written or oral. If informed consent was oral, it must be stated in
the manuscript:

Why written consent could not be obtained

That the Institutional Review Board (IRB) approved use of oral consent

How oral consent was documented
For studies involving humans categorized by race/ethnicity, age, disease/disabilities, religion,
sex/gender, sexual orientation, or other socially constructed groupings, authors should:

Explicitly describe their methods of categorizing human populations

Define categories in as much detail as the study protocol allows

Justify their choices of definitions and categories, including for example whether any rules of
human categorization were required by their funding agency

Explain whether (and if so, how) they controlled for confounding variables such as

socioeconomic status, nutrition, environmental exposures, or similar factors in their analysis

In addition, outmoded terms and potentially stigmatizing labels should be changed to more
current, acceptable terminology. Examples: "Caucasian” should be changed to "white" or "of
[Western] European descent” (as appropriate); "cancer victims" should be changed to "patients
with cancer."

For papers that include identifying, or potentially identifying, information, authors must download
the Consent Form for Publication in a PLOS Journal (PDF), which the individual,
parent, or guardian must sign once they have read the paper and been informed about the
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terms of PLOS open-access license. The signed consent form should not be submitted with the
manuscript, but authors should securely file it in the individual's case notes and the methods
section of the manuscript should explicitly state that consent authorization for publication is on
file, using wording like:

The individual in this manuscript has given written informed consent (as outlined in
PLOS consent form) to publish these case details.

For more information about PLOS ONE policies regarding human subject research, see
the Publication Criteria and Editorial Policies.

Back to top
Clinical Trials
Authors of manuscripts describing the results of clinical trials must adhere to

the CONSORT reporting guidelines appropriate to their trial design, available on
the CONSORT Statement website. Before the paper can enter peer review, authors must:

Provide the registry name and number in the methods section of the manuscript

Provide a copy of the trial protocol as approved by the ethics committee and a

completed CONSORT checklist as Supporting Information (which will be published alongside
the paper, if accepted). This should be named S1 CONSORT Checklist.

Include the CONSORT flow diagram as the manuscript's "Fig. 1"

Any deviation from the trial protocol must be explained in the paper. Authors must explicitly
discuss informed consent in their paper, and we reserve the right to ask for a copy of the patient
consent form.

The methods section must include the name of the registry, the registry number, and the URL of
your trial in the registry database for each location in which the trial is registered.

For more information about PLOS ONE policies regarding clinical trials, see the Editorial
Policies.

Back to top

Animal Research

Methods sections of manuscripts reporting results of animal research must include required
ethics statements that specify:

The full name of the relevant ethics committee that approved the work, and the associated
permit number(s) (where ethical approval is not required, the manuscript should include a clear
statement of this and the reason why)

Relevant details for efforts taken to ameliorate animal suffering
For example:

This study was carried out in strict accordance with the recommendations in the Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals of the National Institutes of Health. The
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protocol was approved by the Committee on the Ethics of Animal Experiments of the
University of Minnesota (Permit Number: 27-2956). All surgery was performed under
sodium pentobarbital anesthesia, and all efforts were made to minimize suffering.

The organism(s) studied should always be stated in the abstract. Where research may be
confused as pertaining to clinical research, the animal model should also be stated in the title.

We ask authors to follow the ARRIVE (Animal Research: Reporting of In

Vivo Experiments) quidelines for all submissions describing laboratory-based animal
research and to upload a completed ARRIVE Guidelines Checklist to be published as
supporting information. Please note that inclusion of a completed ARRIVE Checklist will be a
formal requirement for publication at a later date.

For more information about PLOS ONE policies regarding animal research, see
the Publication Criteria and Editorial Policies.

Back to top

Observational and Field Studies

Methods sections for submissions reporting on any type of field study must include ethics
statements that specify:

Permits and approvals obtained for the work, including the full name of the authority that
approved the study; if none were required, authors should explain why

Whether the land accessed is privately owned or protected

Whether any protected species were sampled

Full details of animal husbandry, experimentation, and care/welfare, where relevant
For more information about PLOS ONE policies regarding observational and field studies, see
the Publication Criteria and Editorial Policies.

Back to top

Cell Line Research

Authors reporting research using cell lines should state when and where they obtained the cells,
giving the date and the name of the researcher, cell line repository, or commercial source
(company) who provided the cells, as appropriate. Authors must also include the following
information for each cell line:

For de novo (new) cell lines, including those given to the researchers a gift, authors must
follow our policies for human subject research or animal research, as appropriate. The
ethics statement must include:

Details of institutional review board or ethics committee approval; AND

For human cells, confirmation of written informed consent from the donor, guardian, or next of
kin

For established cell lines, the Methods section should include:
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A reference to the published article that first described the cell line; AND/OR
The cell line repository or company the cell line was obtained from, the catalogue number, and
whether the cell line was obtained directly from the repository/company or from another

laboratory

Authors should check established cell lines using the ICLAC Database of Cross-
contaminated or Misidentified Cell Lines to confirm they are not misidentified or
contaminated. Cell line authentication is recommended - e.g. by karyotyping, isozyme analysis,
or short tandem repeats (STR) analysis - and may be required during peer review or after
publication.

Back to top

Blots and Gels

Authors of manuscripts reporting results from blots (including Western blots) and electrophoretic
gels should follow these guidelines:

In accordance with PLOS ONE's policy on image manipulation, the image should not be

adjusted in any way that could affect the scientific information displayed, e.g. by modifying the
background or contrast

All blots and gels that support results reported in the manuscript should be provided

Original uncropped and unadjusted blots and gels, including molecular size markers, should be
provided in either the figures or the supplementary files

Lanes should not be overcropped around the bands; the image should show most or all of the
blot or gel. Any non-specific bands should be shown and an explanation of their nature should
be given

The image should include all relevant controls, and controls should be run on the same blot or
gel as the samples

A figure panel should not include composite images of bands originating from different blots or
gels. If the figure shows non-adjacent bands from the same blot or gel, this should be clearly
denoted by vertical black lines and the figure legend should provide details of how the figure
was made

Back to top
Antibodies

Manuscripts reporting experiments using antibodies should include the following information:

The name of each antibody, a description of whether it is monoclonal or polyclonal, and the host
species
The commercial supplier or source laboratory

The catalogue or clone number and, if known, the batch number
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The antigen(s) used to raise the antibody
For established antibodies, authors are encouraged to supply a stable public identifier from the

Antibody Registry (www.antibodyregistry.org).
Authors should also report the following experimental details:

The final antibody concentration or dilution

A reference to the validation study if the antibody was previously validated, and if not, details of
how the authors validated the antibody for the applications and species used. Authors should
consider adding information on new validations to a publicly available database such

as Antibodypediaor CiteAb.
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Systematic Review/Meta-Analysis

A systematic review paper, as defined by The Cochrane Collaboration, is a review of a
clearly formulated question that uses explicit, systematic methods to identify, select, and
critically appraise relevant research, and to collect and analyze data from the studies that are
included in the review. These reviews differ substantially from narrative-based reviews or
synthesis articles. Statistical methods (meta-analysis) may or may not be used to analyze and
summarize the results of the included studies.

Reports of systematic reviews and meta-analyses must include a completed PRISMA
(Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses)
checklist and flow diagram to accompany the main text. Blank templates are available
here:

Checklist: PDF or Word document

Flow diagram: PDF or Word document

Authors must also state in their "Methods" section whether a protocol exists for their systematic
review, and if so, provide a copy of the protocol as Supporting Information and provide the
registry number in the abstract.

If your article is a Systematic Review or a Meta-Analysis you should:

State this in your cover letter
Select "Research Article" as your article type when submitting
Include the PRISMA flowchart as Fig. 1 (required where applicable)

Include the PRISMA checklist as Supporting Information
Meta-Analysis of Genetic Association Studies

Manuscripts reporting a meta-analysis of genetic association studies must report results of
value to the field and should be reported according to the guidelines presented in “Systematic
Reviews of Genetic Association Studies’ by Sagoo et all.

On submission, authors will be asked to justify the rationale for the meta-analysis and how it
contributes to the base of scientific knowledge in the light of previously published results.
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Authors will also be asked to complete a checklist outlining information about the justification
for the study and the methodology employed. Meta-analyses that replicate published studies will
be rejected if the authors do not provide adequate justification.
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Paleontology and Archaeology Research

Manuscripts reporting paleontology and archaeology research must include descriptions of
methods and specimens in sufficient detail to allow the work to be reproduced. Data sets
supporting statistical and phylogenetic analyses should be provided, preferably in a format that
allows easy re-use.

Specimen numbers and complete repository information, including museum name and
geographic location, are required for publication. Locality information should be provided in the
manuscript as legally allowable, or a statement should be included giving details of the
availability of such information to qualified researchers.

If permits were required for any aspect of the work, details should be given of all permits that
were obtained, including the full name of the issuing authority. This should be accompanied by
the following statement:

All necessary permits were obtained for the described study, which complied with all
relevant regulations.

If no permits were required, please include the following statement:

No permits were required for the described study, which complied with all relevant
regulations.

See the PLOS ONE Editorial Policies for more information regarding manuscripts
describing paleontology and archaeology research.
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Software Papers

Manuscripts describing software should provide full details of the algorithms designed. Describe
any dependencies on commercial products or operating system. Include details of the supplied
test data and explain how to install and run the software. A brief description of enhancements
made in the major releases of the software may also be given. Authors should provide a direct
link to the deposited software from within the paper.

See the PLOS ONE Editorial Policies for more information about submitting manuscripts.

Back to top
Database Papers
For descriptions of databases, provide details about how the data were curated, as well as

plans for long-term database maintenance, growth, and stability. Authors should provide a direct
link to the database hosting site from within the paper.
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See the PLOS ONE Editorial Policies for more information about submitting manuscripts
describing databases.
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New Zoological Taxon

For proper registration of a new zoological taxon, we require two specific statements to be
included in your manuscript.

In the Results section, the globally unique identifier (GUID), currently in the form of a Life
Science Identifier (LSID), should be listed under the new species name, for example:

Anochetus boltoni Fisher sp. nov. urn:lsid:zoobank.org:act:B6C072CF-1CA6-40C7-8396-
534E91EF7FBB

You will need to contact Zoobank to obtain a GUID (LSID). Please do this as early as possible
to avoid delay of publication upon acceptance of your manuscript. It is your responsibility to
provide us with this information so we can include it in the final published paper.

Please also insert the following text into the Methods section, in a sub-section to be called
"Nomenclatural Acts":

The electronic edition of this article conforms to the requirements of the amended
International Code of Zoological Nomenclature, and hence the new names contained
herein are available under that Code from the electronic edition of this article. This
published work and the nomenclatural acts it contains have been registered in ZooBank,
the online registration system for the ICZN. The ZooBank LSIDs (Life Science Identifiers)
can be resolved and the associated information viewed through any standard web
browser by appending the LSID to the prefix "http://zoobank.org/". The LSID for this
publication is: urn:lsid:zoobank.org:pub: XXXXXXX. The electronic edition of this work
was published in a journal with an ISSN, and has been archived and is available from the
following digital repositories: PubMed Central, LOCKSS [author to insert any additional
repositories].

All PLOS ONE articles are deposited in PubMed Central and LOCKSS. If your institute, or
those of your co-authors, has its own repository, we recommend that you also deposit the
published online article there and include the name in your article.
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New Botanical Taxon

When publishing papers that describe a new botanical taxon, PLOS aims to comply with the
requirements of the International Code of Nomenclature for algae, fungi, and plants (ICN). In
association with the International Plant Names Index (IPNI), the following guidelines for
publication in an online-only journal have been agreed such that any scientific botanical name
published by us is considered effectively published under the rules of the Code. Please note
that these guidelines differ from those for zoological nomenclature, and apply only to seed
plants, ferns, and lycophytes.
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Effective January 2012, "the description or diagnosis required for valid publication of the name
of a new taxon" can be in either Latin or English. This does not affect the requirements for
scientific names, which are still to be Latin.

Also effective January 2012, the electronic PDF represents a published work according to the
ICN for algae, fungi, and plants. Therefore the new names contained in the electronic
publication of a PLOS ONE article are effectively published under that Code from the electronic
edition alone, so there is no longer any need to provide printed copies.

Additional information describing recent changes to the Code can be found here.

For proper registration of the new taxon, we require two specific statements to be included in
your manuscript.

In the Results section, the globally unique identifier (GUID), currently in the form of a Life
Science Identifier (LSID), should be listed under the new species name, for example:

Solanum aspersum S.Knapp, sp. nov. [urn:Isid:ipni.org:names:77103633-1] Type:
Colombia. Putumayo: vertiente oriental de la Cordillera, entre Sachamates y San
Francisco de Sibundoy, 1600-1750 m, 30 Dec 1940, J. Cuatrecasas 11471 (holotype,
COL,; isotypes, F [F-1335119], US [US-1799731]).

PLOS ONE staff will contact IPNI to obtain the GUID (LSID) after your manuscript is accepted
for publication, and this information will then be added to the manuscript during the production
phase

In the Methods section, include a sub-section called "Nomenclature" using the following
wording:

The electronic version of this article in Portable Document Format (PDF) in a work with
an ISSN or ISBN will represent a published work according to the International Code of
Nomenclature for algae, fungi, and plants, and hence the new names contained in the
electronic publication of a PLOS ONE article are effectively published under that Code
from the electronic edition alone, so there is no longer any need to provide printed
copies.

In addition, new names contained in this work have been submitted to IPNI, from where
they will be made available to the Global Names Index. The IPNI LSIDs can be resolved
and the associated information viewed through any standard web browser by appending
the LSID contained in this publication to the prefix http://ipni.org/. The online version of
this work is archived and available from the following digital repositories: [INSERT
NAMES OF DIGITAL REPOSITORIES WHERE ACCEPTED MANUSCRIPT WILL BE
SUBMITTED (PubMed Central, LOCKSS etc)].

All PLOS ONE articles are deposited in PubMed Central and LOCKSS. If your institute, or
those of your co-authors, has its own repository, we recommend that you also deposit the
published online article there and include the name in your article.

Back to top

New Fungal Taxon

When publishing papers that describe a new fungal taxon name, PLOS aims to comply with the
requirements of the International Code of Nomenclature for algae, fungi, and plants (ICN). The
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following guidelines for publication in an online-only journal have been agreed such that any
scientific fungal name published by us is considered effectively published under the rules of the
Code. Please note that these guidelines differ from those for zoological nomenclature.

Effective January 2012, "the description or diagnosis required for valid publication of the name
of a new taxon" can be in either Latin or English. This does not affect the requirements for
scientific names, which are still to be Latin.

Also effective January 2012, the electronic PDF represents a published work according to the
ICN for algae, fungi, and plants. Therefore the new names contained in the electronic
publication of a PLOS ONE article are effectively published under that Code from the electronic
edition alone, so there is no longer any need to provide printed copies.

Additional information describing recent changes to the Code can be found here.

For proper registration of the new taxon, we require two specific statements to be included in
your manuscript.

In the Results section, the globally unique identifier (GUID), currently in the form of a Life
Science Identifier (LSID), should be listed under the new species name, for example:

Hymenogaster huthii. Stielow et al. 2010, sp. nov. [urn:lsid:indexfungorum.org:names:518624]

You will need to contact either Mycobank or Index Fungorum to obtain the GUID (LSID).
Please do this as early as possible to avoid delay of publication upon acceptance of your
manuscript. It is your responsibility to provide us with this information so we can include it in the
final published paper. Effective January 2013, all papers describing new fungal species must
reference the identifier issued by a recognized repository in the protologue in order to be
considered effectively published.

In the Methods section, include a sub-section called "Nomenclature" using the following
wording (this example is for taxon names submitted to MycoBank; please substitute
appropriately if you have submitted to Index Fungorum):

The electronic version of this article in Portable Document Format (PDF) in a work with
an ISSN or ISBN will represent a published work according to the International Code of
Nomenclature for algae, fungi, and plants, and hence the new names contained in the
electronic publication of a PLOS ONE article are effectively published under that Code
from the electronic edition alone, so there is no longer any need to provide printed
copies.

In addition, new names contained in this work have been submitted to MycoBank from
where they will be made available to the Global Names Index. The unique MycoBank
number can be resolved and the associated information viewed through any standard
web browser by appending the MycoBank number contained in this publication to the
prefix http://www.mycobank.org/MB/. The online version of this work is archived and
available from the following digital repositories: [INSERT NAMES OF DIGITAL
REPOSITORIES WHERE ACCEPTED MANUSCRIPT WILL BE SUBMITTED (PubMed
Central, LOCKSS etc)].

All PLOS ONE articles are deposited in PubMed Central and LOCKSS. If your institute, or
those of your co-authors, has its own repository, we recommend that you also deposit the
published online article there and include the name in your article.

Back to top


http://www.biomedcentral.com/1471-2148/11/250
http://www.mycobank.org/
http://www.indexfungorum.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/
http://www.lockss.org/
http://www.plosone.org/static/guidelines#top
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Qualitative Research

Qualitative research studies use non-quantitative methods to address a defined research
question that may not be accessible by quantitative methods, such as people's interpretations,
experiences, and perspectives. The analysis methods are explicit, systematic, and reproducible,
but the results do not involve numerical values or use statistics. Examples of qualitative data
sources include, but are not limited to, interviews, text documents, audio/video recordings, and
free-form answers to questionnaires and surveys.

Qualitative research studies should be reported in accordance to the Consolidated criteria
for reporting qualitative research (COREQ) checklist. Further reporting guidelines can
be found in the Equator Network's Guidelines for reporting qualitative research.



http://intqhc.oxfordjournals.org/content/19/6/349.long
http://intqhc.oxfordjournals.org/content/19/6/349.long
http://intqhc.oxfordjournals.org/content/19/6/349/T1.expansion.html
http://www.equator-network.org/resource-centre/library-of-health-research-reporting/reporting-guidelines/qualitative-research/
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Anexo 3. Documento de aprovacdo do estudo no comité de ética em

pesquisa com seres humanos

ESCOLA SUPERIOR DE
EDUCACAQ FiSICA DA W
UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PARECER CONSUBSTAMNCLADD DO CEP

DAMS DO PROJETD DE PESGUNSA

Tiulo da Pesquiea: Efeito doseresposta de diferentes volumes de exercicio esiruturado na afvidade da
adenosina deaminass, proteina-C-neativa & sobre pardmetms de estresss oxidatha em
MUNERSE MEnopaEalas.

Pesquisador: Ainon Jose Rombaidl
Araa Tematica:

Wersloo 1
CRAE: Z73M214.4 00005313

InsttulgS0 Proponents: Escoia Superior de Educago Flsica da Universidade Federal de Pelotas
Patrocinator Principal: Fnanciamerto Propno

DADDE DO PARECER

HOmero do Parscer. SZ3.368
Diata s Relatoa: 05022014

Apresantacie do Projeto:;

TrEia-62 e U esiudo com delineamenio expenimentsl com munsres MEnmaLsatas. As MUNErss serin
suometdas 3 dierentes doses de exencicios fislcos estnuiurados por és meses & o5 efielios desla
exposican soone mancadores Nsipltgicos de Inflamagdo, como proteing C-realiva 2 de Imunidade serdo
avallados. & hipoisse @ que havers efelin dose-resposta na moduiagio da ailvidade da enzima adeorsing
geamirass e ge imMamagdo a0 longo da benvengdo.

Objative &a Pasgquisa:

Vesificar o efelto dose-resposta de diferentes wolUMes de UM prigrama de exerccios fisicos estniurado
[composin com exerticos continue & resistion) na atvidade da atenosina deaminase (ADA), profeina-C-
reativa e S0Lre parametros de estresss axXdative em MUNEems MENGDAUSAEIS 30 1Ngo de 12 saranas.

Avalla3o doa Riacos & Beneficios:

O rscos @ penefichos estdo bem descritos no projeto. Os fscos 530 aqueles associados & pratica de
exercicios fiskcos, mas haverd uma friagem para idenfficagdo de fscos. Agqulas com s aumentado
serdo axntiulizs 4o esbudo @ encaminhadas para o s2ndco de salde competants. Os beneficios estdo bem
desariins e caracierizam-se prncipalments peio pisrecimentn de exerciios

Efrdimect. Lus da Cembes =55
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Comantarios o Consldaragties sobre 3 Pasquiss:
A pesquisa esld bem apreseniada e |ustificada. O delineamento & apropriado e s30 claraments
apresentados o5 rlscos & bensficlos aos pariclpantes.

Conslderagtes sobre o8 Termos de apressntagdo cbrigatara:
Todoes 0 bETnos 530 3prEseniatos de mandra satsfahona.

Recomendaghes:

Conclusdas ou Pandéncias & Liata de Inadaquaies:
Recomenda-se aprovagao do profein em seu estado ahual
Sifuagio oo Parecer:
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Conslderagtes Finals a critério do CEP:
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Surste Chiviasmwaiy
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Anexo 4. Registro no ClinicalTrials.gov

ClinicalTrials.gov PRS -_ 4_ % EDA

Pratocol Registration and Results Svstene

ClinicalTrials.gov PRS DREAFT Receipt (Werking Yersion)
Last Update: 01022016 22:45

The Effect of Different Volumes of Physical Exercise on the Immune System (ProAFIM)

This shedf has be=n completed.

Sporor: | Federal Universif of Pelotas
Caollaboratars:

Information provided Matheus Firntanel Siva d= Freitas, Federal Universiof of
[Rzsponsible Partf): | Pelotzs

CliricalTrials.gov Idemifier: | NCTOZ331426

> Purpose

The investigators will do an int=rvertion on four groups of previcuslf sedertarf post-mencpausal woren which
consists: group 1 - 30 rinut=s per da¥f of phifsical protocol; group 2 - 50 minut=s per daff of phfsical protocol;
group 3 - 70 minutes per daf of phif sical protocal; group 4 - sedentarf control wormen. The protocol consists of
three sescions per wesk of concurment training (half sesszion with a=robic training and the other part with weight
trainirg]. Imflammatorf and cxidative parareters will be analfzed and the investigators hf pothesized fiat 90
mirutes perwesk of concument training (group 1) will reduce the inflammatodf parameters and the oxidative
Hress, I:lnd this improvem=nis wil be greater 50 much as the longer the s=ssions (a dose-response effect). The
phfsical acihisf practiced cut of the intervention will be controlled b & guesSonnaire (the commuting and leisure
sactions of fie Imemational Phf sical Activitf Questionnaine] and the food intake b 2 24 hour food recall.

Condition Intervention Phass
Iremune Sfstem Diseases Behavicral Phffzical exercize intervention | B&
Oidative Stress

Studf Tfpe: Imterventicnal

Studf Desigr: Prevention, Faciorial Assignment, Double Slind [Investigator, Dutcomes Assessor), Randomized,
Safutf Eficacd Studf

OHficial Tithe: Dose-response Efects of Different Volumres of Structured Exercise in the Inflamirmatorf and
Oidative Siress Parameters in Postmencpausal Women: a Randomized Clinical Trial

Further studf details as provided b katheus Pintanel Silva de Freitas, Federal Uniersif of Palots:
Primarf Cutcome Measurs:

* Change in ImtedeukinB  [Time Frame: Wesks 0, § and 12] [Designated as safetf issue: Yes]

* Change in adencsine deaminass activitd  [Time Frame: Weeks 0, § and 12] [Designat=d as safetf issu=:
Yus]

* Change in thiobarbituric acid reactive substances  [Time Frare: Weesks 0, § and 12] [Designat=d as safed
issue: Yes]

* Change in total thicl cortent [Time Frame: Wesks 0, § and 12] [Designat=d as safetf izsus: Yes]

» Change in Catalase sciivitf  [Tirne Frare: Weeks 0, § and 12] [Desigrated as safesf issus: Yes)

- Paga1al3 [DRAFT] -
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= Change in superoxide dismutase activitf  [Time Frame: Weeks 0, & and 12] [Designated as safetf ismue:
Ymsz]

Secondard Cutcomes Measunes:
= Change in parformance in the sic-minute walk test [Time Frame: Weeks 0, § and 12] [Dasignated as safed
isswe: Yies]
= Change in handgrip strength  [Time Frame: Weeks 0, § and 12] [Designated as safedf issus: Yes]
Measured using a handgrip df namomet=r and guantfied in klogram-fome

Other Pre-specified Cutcome Measunss:
= Change in Bodf Mass Index  [Time Frame: Weeks 0 and 12] [Designated as safetf issue: Yes]
= Change in kilocalones intake  [Time Frare: Wesks 0, § and 12] [Designated as safed izsus: Yes]
weasur=d bf a 24-hour food recal and quantfied in kilocalornes
= Educational l=vel [Time Frame: Week 0] [Designated as safetf izsue: Wes]
weasur=d b a questiormaire and quanifisd in complet= f=ars of sudf
= Familf income  [Time Frame: Week 0] [Designated as 5 issue: Yes]
Measured bf a questionnaire and quan$fi=d b the salarf of all persons in the shudd participant’s home:
= Age [Time Frame: Week 0] [Designated as safedf issus: Yes]
= Change in mhmup:rnehufph?sical actwvitf ou of int=rvention [Tirne Frare: Week 0, 6§ and 12]
[Clesignated as safetf issue: Yoz
Measurad bf #ie commuting and leisure sections of the Int=mational Phif sical Actvied Cuesfonnaire
= Continuous use of drugs  [Time Frame: Wesk O] [Designated as safedf issue: Yas]
weasur=d bf a questiormaire and quanified by the name of the redicinas people wse

Enrcllment 27
Studf Start Dape: Manch 2014

Primarf Compledon Date: Sapiember 2014
Studf Completion Date: September 2014

Arrns Assigned Int=resntions

Mo Int=rsention: Control
The control group will be orientad o
mairtain their nomnal actvig and habits
and will not receine the intementon.

Experimental: 30 minutes per we sk Behavioral: Phisical axercise int=resrtion
The group of 90 minutes per week will do
three sessions of 3 minutes perweek
of concurmest traiming, which consists on
16 minutes of asrobic exercize and 15
minutes of strength training.

Experimental: 160 minutes per wesh Behavioral: Phfsical exercize int=rvention
The= group of 160 minutes will do thnee
sescions of B minutes per wesk, which
consists on 25 minuiss of asmobic
exercise and 25 minutes of strength
braining.

Experimental: 210 minuies per wesk Behavioral: Phisical exercise int=re=ntion
The group pf 210 minub=s per wesk wil
do three sessions of 70 minutes per
we=k, which consists on 35 minuies
of a=robic exercise and 35 minutes of
strength training.

Dietailed Diescription:
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The prosocod will consist of an imerenton basad on concument taining, for previousl s=dentarf post-
menopausal wormen diided on four groups: 1) control group; 2) 90 minutes of phifsical training per we=k; 3) 160
minutes of raining per weesk; 4] 210 minuies of fraining per wesk.

The control group will be oriented o maintain teeir nomnal activitf and habits and will not rec=ive: the int=rvention.
The group of 90 minutes per wesk wil do three s=ssions of 30 minutes per week of concurm=ni training, which
oonsists on 16 minutes of a=robic exemcise and 16 minub=s of strength training. The group of 160 minuies will

do three sassions of B0 minutes per week, which consists on 26 mirutes of a=mobic sxsrcise and 26 minutes

aof strength training. The group pf 210 minutes per wesk will do three sessions of 70 minuies per wesk, which
oonsisis on 36 minutes of a=mobic exercise and 36 minutes of strength training.

The asmobic sxemize will be performed on of de-=rgomesters and the subjects will exe=rcizs between the levels
14 and 16 of Bong's scale of perceived exerfion. The srengé waining will be performed on weight machines b
2 linmar pericdization, which will consist on a we=k of adaptation [seres of 1010 12 submaximal repetitions),
next three weels with s=nes of 12 to 14 maximal nepetitions, weeks free to might with s=ri=s of 10 40 12 maximal
repetiions, wesks nine to twebre with series of sight to 10 maximal repetitions. Al paricipants will do the
maximum number of senes of strength training that the time pemits.

The blood samples wil be collect=d at the beginning of the swdff (week zero), at the middle (fwesk six) and at

the end [week 12). The subjects will fill 2 24-hour food recall o control the food intake) and the commuting and
l=izure s=ctions of the Imemational Phisical Actvitd Quesstionnaine 1o comrol the phy'sical activief praciosd ow of
the inb=reertion ).

= Eiigibility
Ganders Eligible for Swdf: Female
Accepts Healthd Voluri=ers: Mo
Criteria
Inchusion Criteria:
* Women have to be in the postmenopausal pericd, without phf sical disorders.
Exclusion Criteria:

= Women who answer positvelf 1o, a1 l=ast, one of the issues of the PAR-Q instrument;
* Women with diabet=: andicr cancer historf;
= Waomen who underwent cophorsciom.

L3 Contacts and Locations

Investigators
Prindpal lmvestigator katheus P Freitas Federal Universitf of P=lotas

L g More Information

Raspansible P‘-:rr,f: datheus Pintanel Silva de Freitas, Masters course shudent, Fadaral
Universitf of Pelotas

Studf ID Mumbers:  27371214.4.0000.6313

Health Authorit:  Brezil Ministrf of Health
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