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RESUMO

O envelhecimento esta relacionado a uma ativacdo crbnica sublimiar do processo
inflamatoério, com aumento da producdo de mediadores inflamatérios. Niveis
elevados desses marcadores biologicos sdo preditores do declinio da funcéo
muscular e capacidade funcional na populacdo idosa. A atividade fisica pode
atenuar o processo inflamatoério crénico decorrente do envelhecimento, no entanto,
ndo ha consenso sobre qual a modalidade e parametros de exercicio que seriam 0s
mais adequados para influenciar os mediadores inflamatérios. Com o aumento da
idade ocorre também uma diminuigdo dos niveis de fatores neurotréficos os quais
podem contribuir para o risco de depressdo em idosos. Estudos relataram uma
reducao significativa dos niveis do fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) em
idosos deprimidos. O exercicio fisico apresenta efeitos benéficos sobre a depresséo
e induz um aumento dos niveis de BDNF. Entretanto, pouco € conhecido sobre o
padrdo de producdo do BDNF em resposta ao exercicio no idoso. Variacdes
genéticas funcionais, denominadas de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPS)
podem determinar diferengas na sintese e producdo de mediadores inflamatérios. O
objetivo geral desta tese foi comparar o efeito de dois programas de exercicios
fisicos, fortalecimento muscular e aerdbico, sobre os niveis plasmaticos de BDNF,
receptores soluveis do fator de necrose tumoral alfa (TNF-o), interleucina-6 (IL-6),
interleucina-10 (IL-10) e capacidade funcional; e, investigar se hd interacdo entre os
polimorfismos rs1800629 do gene TNF-a, rs1800795 do gene da IL6 e rs1800896 do
gene da IL10 com o efeito do exercicio fisico em mulheres idosas. Foi realizado um
ensaio clinico, registrado no Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos (ReBEC) sob
identificador RBR9v9cwf, no qual participaram 451 idosas residentes na comunidade
(71,03 £ 4,8 anos). As dosagens de BDNF e dos mediadores inflamatérios foram
mensuradas pelo método de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay); a
genotipagem dos SNPs foi realizada pelo método TagMan (Applied Biosystems,
Foster City, CA); a capacidade funcional foi pelos testes Timed Up and Go (TUG),
sentar e levantar da cadeira (TSL) e velocidade da marcha de 10 metros (VM10M).
A Escala de Depressdo Geriatrica foi usada para rastreamento de transtornos
depressivos. A capacidade aerobica foi avaliada pelo Teste de Caminhada de 6

minutos (TC6M) e a forga muscular de membros inferiores (FMI) por meio do
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dinam6metro isocinético (Biodex Medical Systems Inc, USA). Foram realizados dois
programas de exercicios fisicos: fortalecimento muscular (GF) e aerdbico (GA),
ambos com duragdo de dez semanas, totalizando trinta sessOes, realizadas trés
vezes por semana. Os resultados foram apresentados em quatro estudos. No
primeiro estudo foi investigado o impacto dos programas de exercicio fortalecimento
muscular e aerébico sobre os niveis de BDNF e sintomas depressivos. Houve um
aumento dos niveis de BDNF apenas no GF (F= 17,63, p = 0,001) e uma diminui¢cao
dos sintomas depressivos em ambos os grupos (p = 0,001). As dosagens de BDNF
nao se correlacionaram com a reducédo dos sintomas depressivos em resposta ao
treinamento. No segundo estudo foi avaliado o efeito dos exercicios de
fortalecimento muscular e aerdbico sobre os niveis plasméticos dos mediadores
inflamatorios sSTNFR1, sTNFR2, IL-6 e IL-10, desempenho no TC6M e FMI. O
programa de fortalecimento muscular diminuiu significativamente os niveis de
STNFR1 e sSTNFR2 (F = 4,58, p = 0,033), mas néo das citocinas IL-6 6 (F = 0,96, p =
0,326) ou IL-10 (F = 1,87, p = 0,172). N&o foram observadas mudangas significativas
nos niveis dos mediadores inflamatérios em resposta ao treinamento aerobico
(p>0,05). Houve aumento significativo da FM no GF (p=0,001) e aumento da
distancia percorrida no TC6M no GA (p=0,001). No terceiro estudo foi analisado o
efeito dos niveis plasmaticos dos receptores sollveis de TNF-a, IL-6 e IL-10 sobre
as mudancas na funcionalidade apds a intervencdo. Ambos os programas de
exercicio promoveram aumento significativo do desempenho TUG (F = 149,8, p =
0,001); TSL (F = 151,7, p = 0,001); e VM10 (F = 63,7, p = 0,001). Os niveis
plasméticos dos mediadores inflamatérios no baseline n&o influenciaram os ganhos
observados na CF, independentemente do tipo de exercicio realizado (p>0,05).
Apesar da reducdo dos niveis de STNFR1 e sTNFR2 no GF, essa alteragdo néo
influenciou o desempenho das idosas nos testes funcionais. No quarto estudo a
interacdo entre os SNPs das citocinas TNF-a, IL-6 e IL-10 e o efeito do exercicio foi
investigada. Houve uma interagéo significativa do SNP -308 do gene do TNF-a e 0
efeito do exercicio sobre a mobilidade das idosas, avaliada pelo TUG (F = 10,5; p =
0,001). lgualmente, foi observada interacdo significativa entre os genétipos dos trés
polimorfismos e a melhora no desempenho do TUG em resposta ao exercicio (F =
13,9; p = 0,001). Idosas com a combinag&o dos gendtipos GG do TNF-a, CC+CG do
IL6 -174 e GG do IL10 -1082 (baixa producao de TNF-a e IL-6 e alta produgéo de IL-
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10) apresentaram uma melhora maior no desempenho do TUG quando comparado
aos outros genotipos. No entanto, os SNPs analisados néo influenciaram o efeito do
exercicio sobre os parametros inflamatorios. Os resultados dos estudos
demonstraram que os programas de exercicio de fortalecimento muscular e aerdbico
constituiram intervencdes efetivas para a melhora de sintomas depressivos e da CF
em idosas da comunidade. No entanto, apenas o programa de fortalecimento
muscular promoveu aumento dos niveis de BDNF e diminuicdo dos parametros
inflamatérios em idosas da comunidade. ldosas com uma combinacao de gendtipos
relacionada a um perfil antiinflamatoério apresentaram maior percentual de melhora
na mobilidade funcional, independente da modalidade de exercicio realizada. Esses
achados déo suporte a influéncia interativa de fatores genéticos e ambientais, como

a pratica de exercicio fisico, contribuindo para a melhora da CF em idosas.

Palavras-chave: Polimorfismo. Citocinas. ldoso. Exercicio Fisico. Capacidade
Funcional. BDNF



ABSTRACT

Aging is associated with a chronic low-grade inflammatory process with an elevation
of the production of inflammatory mediators. High levels of these biological markers
are predictors for muscle function and physical performance deterioration in the
elderly. Even though physical activity can mitigate the chronic inflammatory process
related to aging, there is no consensus neither on the exercise modality nor on the
parameters that would be the most appropriate to influence these mediators. Aging is
also related to a reduction on neutrotrophic levels that could increase the risk for
depression in the elderly. Studies report a significant reduction on levels of the brain-
derived neurotrophic factor (BDNF) in depressed elderly. Physical activity has
positive effects on depression and induces an elevation on BDNF levels. However,
little is known about its pattern of production in response to exercise in the elderly.
Functional genetic variations, named single nucleotide polymorphism, may lead to
differences in the synthesis and production of inflammatory mediators. The general
aim of this thesis was to compare the effect of two physical activity regimen, muscle
strengthening exercise and aerobic exercise, in plasma levels of BDNF, soluble
tumor necrosis factor alpha (TNF-a) receptors, interleukin-6 (IL—6), interleukin-10 (IL-
10) and in physical performance; to investigate the occurrence of an interaction
between TNF-a rs1800629, IL6 rs1800795, IL10 rs1800896, and BDNF rs6265 and
rs4923463 genes polymorphisms and the effect of physical activity in elderly women.
We performed a clinical trial, registered on the Brazilian Register of Clinical Trials -
Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos (ReBEC: RBR9v9cwf), in which 451
community-dwelling older women were enrolled (71.03 = 4.8 anos). BDNF and
inflammatory mediators were measure by the ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay) method; SNP genotyping was performed by the TagMan method (Applied
Biosystems, Foster City, CA); and physical performance by the Timed Up and Go
(TUG), 5-chair sit to stand from a chair, and 10-meter walk (10MWT) tests. The
Geriatric Depression Scale was selected as an instrument to screen for depressive
disorders. Aerobic capacity was assessed by the 6-minute walk (6MWT) and the
Shuttle Walking tests; lower limbs muscle strength, by an isokinetic dinamometer
(Biodex Medical Systems Inc, USA). Two physical activity protocols were performed

three times a week for ten weeks, 30 sessions in total: muscle strengthening exercise



(SE) and aerobic exercise (AE). Results were shown in four different studies. In the
first study we investigated the impact of both SE and AE regimen over the BDNF
levels and depressive symptoms. There was a significant increase in BDNF levels
only for the SE group (F= 17.63, p = 0.001) and a reduction on depressive symptoms
for both groups (p = 0.001). BDNF dosages did not correlate with the decrease of
depressive symptoms in response to training. The second study aimed to assess the
effect of SE and AE protocols on plasma levels of the inflammatory mediators
TNFR1, sTNFR2, IL-6 e IL-10, and on performance in 6MWT and muscle strength.
The SE regimen significantly reduced sTNFR1 and sTNFR2 levels (F = 4.58, p =
0.033), but not the IL-6 (F = 0.96; p = 0.326) nor the IL-10 (F = 1.87, p = 0.172)
cytokine levels. No significant changes were seen on the inflammatory mediators in
response to AE (p > 0.05). A significant increase in muscle strength happened for the
SE (p = 0.001) and an increase in the walked distance in the 6MWT for the AE
protocol (p = 0.001). In the third study we analyzed the effect of plasma levels of the
soluble TNF-a receptors, IL-6 and IL10 on the physical performance changes after
the intervention. Both exercise regimens promoted a significant increase in TUG (F =
149.8, p = 0,001); 5-chair sit to stand from a chair (F = 151.7, p = 0. 001); and
10MWT (F = 63.7, p = 0.001) performances. Baseline plasma levels of the
inflammatory mediators did not have an influence on the observed effects for
physical performance, regardless of the performed exercise modality (p > 0.05).
Despite the reduction in STNFR1 and sTNFR2 levels in the SE, this outcome did not
influence the performance of the participants in the functional tests. Finally, we
investigated the interaction between the SNPs of TNF-a, IL-6 e IL-10 cytokines and
the effect of exercise in the fourth study. A significant interaction between the -308
SNP of TNF-a gene and the effect of exercise in mobility, assessed by TUG (F =
10.5, p = 0.001) occurred. Likewise, same interaction was observed between the
three genotype polymorphisms and the improvement in TUG performance in
response to intervention (F = 13.9, p = 0.001). Elderly women who had the
combination of genotypes GG of TNF-a, CC+CG of IL6 -174 and GG of IL10 -1082
(low production of TNF-a and IL-6, high production of IL-10) presented a greater
improvement in TUG performance. However, the analyzed SNPs had no influence on
the effect of the exercise over the inflammatory parameters. The results of the study
demonstrated that both SE and AE protocols were effective intervention to reduce

depressive symptoms and physical performance in community-dwelling older women.
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Still, only the SE regimen promoted an elevation of BDNF levels and a reduction of
inflammatory parameters in the studied sample. Elderly women with a combination of
genotypes related to an anti-inflammatory profile presented a higher percentage of
improvement in functional mobility, regardless of the performed exercise modality.
These findings give support to the interactive influence of genetic and environmental
factors, such as the practice of physical activity, contributing to improve physical

performance in elderly women.

Keywords: Polymorphism. Cytokines. Elderly. Exercise. Physical Performance.
BDNF
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PREFACIO

A presente tese de doutorado foi elaborada de acordo com as normas
estabelecidas pelo Colegiado do Programa de Po6s-Graduagdo em Ciéncias da
Reabilitagdo da Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG. Sua estrutura
compreende nove capitulos.

O primeiro capitulo contém a introducéo que abrange a contextualiza¢do do
tema, justificativa do estudo e a descricdo dos objetivos da tese. No segundo
capitulo, a metodologia utilizada é descrita detalhadamente. Os capitulos terceiro ao
sétimo contém os cinco artigos cientificos, produtos finais desta tese, que foram
assim ordenados de acordo com 0s objetivos descritos no segundo capitulo.

O primeiro artigo intitulado “Interaction between cytokines and BDNF gene
polymorphisms and the effect of physical exercise on clinical and inflammatory
parameters in the elderly women” refere-se ao protocolo do estudo, em que as
hip6teses, desenho e metodologia s&o relatados em detalhes. O mesmo foi
elaborado e formatado de acordo com as normas da revista Trials, para a qual foi
submetido. O segundo artigo “Effects of physical exercise on plasma levels of
BDNF and depressive symptoms in elderly women” foi formatado seguindo as
normas da revista Neurobiology of Aging, para o qual sera enviado. O terceiro artigo
“Efeito do exercicio de fortalecimento muscular e treinamento aerdébico sobre
0s niveis dos receptores solluveis do TNF-a e das citocinas IL-6 e IL-10" sera
enviado para publicagdo na revista Age: Journal of the American Aging Association.
O quarto artigo “Influéncia dos niveis plasméticos de mediadores inflamatdrios
na capacidade funcional apds exercicio fisico em idosas fisicamente
independentes” foi redigido de acordo com as normas da revista Journal of
Gerontology: Medical Sciences. O quinto artigo “Interac&o entre os polimorfismos
dos genes das citocinas TNF-a, IL6, IL10 e os efeitos do exercicio fisico sobre
pardmetros inflamatérios e a capacidade funcional em idosas” serd enviado
para a revista Human Genetics.

No oitavo capitulo séo apresentadas as consideracdes finais relacionadas aos

resultados encontrados.
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1 INTRODUCAO

O crescimento do numero de idosos € hoje uma realidade mundial e, no
Brasil, as alteracdes na estrutura etaria acontecem de forma intensa e acelerada. As
projecBes mais conservadoras indicam que em 2020, o Brasil sera o sexto pais do
mundo em nameros de idosos, com um contingente superior a 30 milhdes de
pessoas. E, em 2050, essa faixa etéria correspondera a aproximadamente 20% da
populacéo total'. O aumento do contingente de idosos e a maior expectativa de vida
tém como consequiéncias uma maior prevaléncia e incidéncia de doencgas cronico-
degenerativas que podem levar a condicdes de incapacidade e dependéncia'?. Esta
realidade implica em uma complexidade crescente na demanda as necessidades
desse novo grupo etério, por seu impacto na saude e nos niveis de independéncia e
autonomia do individuo idoso.

O envelhecimento fisiolégico constitui um processo bioldgico, dindmico e
progressivo, no qual ocorre o declinio das capacidades fisicas, psicoldgicas e
comportamentais do individuo®. Por outro lado, a passagem do tempo traz consigo
uma gama de experiéncias que compdem o0 meio psicossocial do idoso, de forma
que ha uma singularidade na maneira de envelhecer de cada individuo. O
envelhecimento é, portanto, altamente varidvel, sendo determinado por diversos
fatores, incluindo a predisposicdo genética, o efeito de condicdes ambientais,
presenca de doencas e também aspectos psicossociais”.

Em concordancia com a realidade de outros paises, no Brasil o contingente
feminino aumenta de maneira mais expressiva que o masculino, caracterizando a
feminizacdo da velhice®®. Essa diferenca se acentua com o aumento da idade,
sendo que a expectativa de vida também acompanha a distribuicdo por sexo, com
mais 19,3 anos de vida, em média, para as mulheres contra 16,8 anos para 0s
homens'. Entretanto, embora vivam mais, as mulheres passam por um periodo
maior de debilitac&o fisica, o que as faz mais dependentes de cuidados’.

O aumento da idade estd associado a uma atividade inflamatéria crbénica,
sublimiar, caracterizada pelo aumento sistémico, de duas a quatro vezes, dos niveis
plasméticos de mediadores inflamatorios, tais como interleucina-1 (IL-1), fator de

necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-6 (IL-6), proteinas da fase aguda,

receptores sollveis do TNF-o, dentre outras*®’. O desequilibrio na producédo e
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liberacdo desses marcadores tem sido associado ao desenvolvimento ou
agravamento de condicbes crbnicas relacionadas a idade, como Doenca de
Alzheimer, diabetes mellitus, osteoporose e aterosclerose®®. Altos niveis plasmaticos
de proteina C reativa, TNF-a e IL-6, sdo apontados como fortes preditores de

91011 & também relacionados a

incapacidades e mortalidade em individuos idosos
sindrome da fragilidade™. Além disso, o aumento da producdo de mediadores
inflamatoérios sdo associados a reducdo da capacidade funcional e da funcéo
muscular em idosos'®41>16,

O mecanismo pelo qual essas citocinas contribuem para o declinio funcional
em idosos parece estar associado ao seu efeito catabdlico, com a reducdo da massa
e forca musculares, estando relacionada & sarcopenia’”*®'°. Visser et al. (2002)
observaram que elevados niveis de IL-6 e TNF-a foram relacionados & menor massa
muscular (avaliada por tomografia e dual energy x-ray, absorptiometry - DEXA) e
forca muscular (avaliada pela forca de preensdo manual e for¢a isocinética de
extensores de joelho) em idosos com idade de 70 a 79 anos, sem alteracdes

funcionais®®. Gonzalo-Calvo et al**

. (2012), em uma amostra de idosos com faixa
etéria entre 68 e 105 anos demonstraram uma a associagdo entre altos niveis de IL-
6 e receptores solveis de TNF-a e dependéncia funcional, avaliada pelo indice de
Barthel e indice de Katz, usados para avaliar atividades de vida diaria’*. Em
nonagenarios, altos niveis de IL-6, receptor antagonista da IL-1 e proteina C reativa
(CRP) foram associados a menor forga de preensdo manual e piores escores no
indice de Barthel®.

O TNF-a é um dos principais mediadores da resposta inflamatoria, sendo
responsavel por muitos de seus efeitos sistémicos. E considerada uma citocina
“precoce” do processo inflamatério por iniciar e coordenar a resposta de fase aguda
e induzir a producdo de uma segunda onda de citocinas da resposta inflamatéria®.
O TNF-a estimula a producédo de receptores soluveis (STNFR), que agem como seus
inibidores naturais, regulando sua funcdo biologica. Por serem moléculas mais
estaveis na circulagdo, os receptores sollveis constituem marcadores mais
confiaveis da atividade do O TNF-a e, assim, da resposta inflamatéria®*%2. Segundo
alguns autores, o TNF-a estaria por trds das alteragdes inflamatdrias relacionadas a

idade, levando a perda de massa e forca muscular por sua acéo catabélica’’?®

18,24

e ao

desenvolvimento da resisténcia a insulina e sindrome metabdlica
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A IL-6 é uma citocina pleiotropica multifuncional e encontra-se envolvida no
controle e coordenacgdo de respostas inflamatérias e imunoldgicas, além de atuar
nos sistemas hematopoiético, nervoso e endocrino e participar também do

6,25

metabolismo Gsseo E produzida por diferentes tipos celulares, incluindo as

826 34 a interleucina-10 é uma citocina anti-

células musculo-esqueléticas
inflamatoria, essencial para o controle e resolugdo do processo inflamatorio
desencadeado e mantido por outros mediadores?’. O efeito inibitério da IL-10 sobre
as citocinas IL-6 e TNF-a sdo bem estabelecidos em processos inflamatorios
agudos?, contudo, em processos inflamatérios crénicos, como o que ocorre durante
o envelhecimento, sua acao ainda ndo é bem conhecida, assim como o impacto do
exercicio fisico sobre seus niveis plasméticos. Uma vez que a cascata inflamatoria
envolve a acgdo coordenada das citocinas, na qual suas fungcbes podem ser
modificadas, substituidas ou moduladas por outras®®, a andlise de mais de um
marcador inflamatério pode fornecer informacdes mais consistentes da influéncia da
inflamag&o crdnica sublimiar sobre pardmetros clinicos e funcionais no idoso.

Com o aumento da idade ocorre também uma diminuicdo dos niveis de
fatores neurotroficos, os quais podem contribuir para o risco de depressdo em
idosos®. O fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) faz parte da familia de
neurotrofinas e desempenha importante papel na neurogénese, protegdo contra
morte neuronal e influencia positivamente a plasticidade cerebral, na melhora do

31,32

aprendizado e memoria Baixos niveis de BDNF tém sido relacionados a

diversas doencas neuroldgicas e psiquiatricas como Doenca de Parkinson®®, Doenca

de Alzheimer3*3%:36 3738

, € depresséao

A depressdo se configura como um dos transtornos psiquiétricos mais
comuns em idosos, apresentando um curso crénico®, sendo responsavel pela perda
de autonomia e agravamento de quadros patolégicos preexistentes®’. Estudos
demonstraram uma reducéo significativa dos niveis de BDNF em pacientes idosos
deprimidos®*!. Além disso, na populacéo idosa a reducdo dos niveis plasmaticos
dessa neurotrofina foi apontada como um biomarcador de déficit de memoria e da
fung&o cognitiva em idosas* e preditora do risco de mortalidade em idosos frageis®.
A pratica regular de atividade fisica promove adaptagBes neurobiolégicas com

4647 Estudos

efeitos benéficos sobre depressdo***, funcdo cognitiva e memodria
demonstraram que o exercicio fisico pode promover um aumento na producdo de

BDNF®“® com importante acdo em alteragbes psiquiatricas e desempenho



17

cognitivo®*. Entretanto, poucos estudos avaliaram o efeito do exercicio sobre os
niveis circulantes de BDNF na populacdo idosa, sendo a maioria realizados em
joven55°'51'52'53.

Diferengas na expressdo de proteinas entre individuos podem ocorrer como
resultado de variagdes genéticas funcionais na regido promotora do gene de

marcadores biolégicos®***.

As variagbes genéticas funcionais mais comuns
encontradas no genoma humano s&o os polimorfismos de nucleotideo Unico (single
nucleotide polymorphism - SNP), ou seja, variagdo pontual de um nucleotideo na
sequéncia de um gene. Determinados polimorfismos estdo associados a uma maior
producdo de mediadores inflamatérios®. Assim, variantes genéticas podem
determinar diferencas interindividuais e explicar, parcialmente, a variabilidade na
producéo de citocinas e neurotrofinas e a maior suscetibilidade de determinados
individuos a condigbes clinicas, como doencas cronicas relacionadas ao

envelhecimento e longevidade®*>*°%°7,

A expressdo das citocinas TNF-a, IL-6 e IL-10 é influenciada por
polimorfismos funcionais em suas regibes promotoras. Os polimorfismos TNF-a
(rs1800629), IL-6 (rs1800795), IL-10 (rs1800896) vém sendo estudados e
associados com vérias doencas agudas e crbnicas e também com a
longevidade®°>®>"_ A presenca do alelo A no locus -308 TNF-a e a homozigose
para o alelo G no locus -174 G/C IL6 s&o associados a maiores niveis plasméticos
de TNF-o°® e IL-6°9%%% respectivamente. A presenca do alelo A para o polimorfismo
-1082G/A IL10 é relacionada a uma menor producéo desse mediador®?®3,

A literatura apresenta resultados controversos em relagéo aos efeitos dos
polimorfismos desses mediadores, especialmente ao considerarmos a populacéo
idosa®°4%>®67 possivelmente, as divergéncias quanto ao efeito dos polimorfismos
observadas na literatura decorrem de diferengas culturais e étnicas das amostras
dos estudos, juntamente com interacdes entre fatores genéticos e estilo de vida.
Nesse aspecto, estudos recentes tém demonstrado que a expresséo dos genes dos
mediadores inflamatoérios sofre rigorosa regulagdo por diferentes mecanismos e

fatores®%,

A regido promotora dos genes comporta-se como um sofisticado
biossensor em relagdo a homeostase do sistema imunolégico, as alteracdes
hormonais e diferentes fatores ambientais, como héabitos alimentares, atividade fisica
e condicbes de estresse, determinadas por estilo de vida, questbes sociais e

psicoemocionais ao longo do curso da vida®® ™.
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Estudos observacionais apontam que individuos fisicamente ativos
apresentam menores concentracdes de citocinas, sugerindo que o exercicio fisico
regular pode atenuar o0 processo inflamatério crénico relacionado ao
envelhecimento’"27775 Evidéncias consistentes demonstraram que a atividade
fisica induz um aumento nos niveis sistémicos de citocinas com propriedades anti-

73,74,76,77

inflamatérias , sendo o tecido muscular esquelético indicado como um 6rgao

enddcrino, que produz e libera citocinas, denominadas ent&o de miocinas’”"®"°,
Embora similares em alguns aspectos, a produgéo de citocinas em resposta
ao exercicio se difere daquela elicitada por processos como infeccdo, sepse ou
trauma. Tipicamente, em consequéncia a contracdo muscular, a primeira citocina a
ser produzida é a IL-6. A concentragdo plasmética de IL-6 aumenta cerca de cem
vezes e declina no periodo pos-exercicio. A IL-6 liberada durante o exercicio €
sintetizada pelas células musculares, como uma consequéncia direta da contragédo

muscular, e ndo por células do sistema imunolégico ou devido & les&o tecidual™"’.

O aumento de IL-6 é acompanhado pelo aparecimento das citocinas anti-
inflamatdrias IL-ra, IL-10, sSTNF. Na atividade muscular, diferentemente da cascata
inflamatoria induzida por infecgdo, as classicas citocinas pro-inflamatérias IL-18 e
TNF-a n&o séo produzidas™. Além disso, a IL-6 tem como efeitos a lipélise, a quebra
do glicogénio e a inducdo de um ambiente anti-inflamatério pela liberagédo de IL-1ra,
IL-10, sTNFR, inibindo a producdo de TNF-o""®. Todos esses fatores conferem um
efeito anti-inflamat6rio ao exercicio, mediado por esta miocina’®.

O aumento dos niveis circulantes de IL-6 apds o exercicio é proporcional a
duracdo, intensidade e massa muscular envolvida na atividade’*’®. Apesar dos
possiveis beneficios do exercicio fisico sobre o processo inflamatério crénico,
informacdes sobre os parametros ideais dos exercicios para regulacdo das citocinas
ainda n&o foram estabelecidos e o0s resultados das investigagdes sé&o
conflitantes 81828384 Grejwe et al. (2001) verificaram o efeito do treinamento de
resisténcia na expressdo do TNF-a no musculo-esquelético de idosos frageis, por
meio de bidpsia e analise de hibridizaco in sito. Ap6s o programa de treinamento,
foi observado uma diminuicdo de 34% do TNF-a e 46% RNAmM de TNF-a no
musculo, além de um aumento de 83% na taxa de sintese de proteina muscular
apds o treinamento™. J& Kohut et al.(2006) compararam dois tipos de intervengéo:

exercicios aerobicos e exercicios de forca e flexibilidade. Apés um periodo de 12
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meses, 0s exercicios aerobicos resultaram em uma significativa reducéo de todos os
mediadores inflamatérios analisados (TNF-a, IL-6, IL-8 e PCR), enquanto o
programa de exercicios de forca e flexibilidade diminuiu apenas os niveis de TNF-
a’. Nicklas et al.(2008), ao investigarem o efeito de um programa de exercicio, no
qual foi realizada uma combinag&o de exercicios aerodbicos, fortalecimento muscular
e flexibilidade, realizado por um periodo de 12 meses, sobre as concentragdes de IL-
6 e proteina C reativa em idosos, verificaram uma reducdo dos niveis sistémicos de
IL-6, mas ndo na concentragéo da proteina C reativa®.

A discordancia entre os achados dos diferentes estudos pode estar
relacionada ao efeito dos polimorfismos sobre a produgdo de mediadores
inflamatorios. Nesse sentido, Oberbach et al. (2008), identificaram que mudancas
nos niveis plasmaticos de IL-6 em resposta ao exercicio foram influenciados pelo
polimorfismo -174G/C do gene da IL6, sugerindo que fatores genéticos podem ser
determinantes para os efeitos individuais da resposta anti-inflamatéria promovida
pelo exercicio®®. E importante destacar que a avaliagéo isolada do polimorfismo de
uma Uunica citocina, sem considerar sua interacdo com genétipos de outros
mediadores, pode conduzir a interpretagbes errbneas, uma vez que a acéo

combinada dos mesmos pode resultar em efeitos diferenciados.

1.1 Justificativa

A elevacdo dos niveis plasmaticos de mediadores inflamatorias tem como
uma das principais consequéncias a sarcopenia, com reducdo da funcionalidade e
da independéncia do individuo'®*>##_Nesse contexto, o exercicio fisico tem sido
apontado como uma das estratégias mais efetivas, influenciando tanto a melhora da
capacidade funcional®”®® dos idosos como a alteragdo dos niveis plasmaticos de
marcadores biolégicos>#*%. Entretanto, embora o exercicio fisico seja amplamente
utilizado na prética clinica, ainda ndo h& consenso sobre qual o tipo de exercicio e
quais sado os parametros mais adequados para influenciar os marcadores
inflamatorios. Os resultados desse ensaio clinico podem, portanto, contribuir para
sistematizagdo e norteamento da prética clinica direcionada ao tratamento e

prevencao de altera¢des funcionais em idosos.
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Evidéncias sugerem que os polimorfismos de nucleotideo Unico podem afetar

a producdo de citocinas®>®

89,90,91

, podendo assim influenciar a capacidade funcional e
funcdo muscular . Em um estudo realizado recentemente, foi investigado o
efeito do polimorfismo -174G/C do gene IL6 sobre os niveis plasméticos de IL-6 de
mulheres idosas comunitarias e institucionalizadas. Idosas homozigotas para o alelo
G apresentaram maiores niveis de IL-6, sendo observada uma interagdo entre o
polimorfismo e a procedéncia das idosas (institucionalizadas/comunidade), sendo o
efeito do gendtipo GG sobre os niveis da citocina maior nas idosas
institucionalizadas®*.

Os genes envolvidos na regulacdo do processo inflamatério crénico podem
contribuir ndo apenas para a variagdo individual na producdo das citocinas e
capacidade funcional em idosos, mas também na resposta dessas variaveis ao
exercicio fisico. Dessa forma, a andlise e o entendimento da influéncia de fatores
genéticos sobre os efeitos do exercicio proposta por este estudo abrem novas
perspectivas de agbes preventivas e terapéuticas na area da fisioterapia e na

abordagem do individuo idoso.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral

Comparar o efeito de dois programas de exercicios fisicos, fortalecimento
muscular e aerodbico, sobre os niveis plasmaticos de BDNF, receptores soluveis do
TNF-a, IL-6, IL-10 e da capacidade funcional; e, investigar se ha interacdo entre os
polimorfismos rs1800629 do gene TNF-q, rs1800795 do gene da IL6 e rs1800896 do

gene da IL10 com o efeito do exercicio fisico em mulheres idosas.
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1.2.2 Objetivos especificos

Comparar o efeito dos programas de exercicios fisicos, fortalecimento
muscular e treinamento aerdbico, sobre os niveis plasmaticos de BDNF e

sintomas depressivos em idosas da comunidade.

Comparar o efeito dos programas de exercicios fisicos, fortalecimento
muscular e treinamento aerdbico, sobre os niveis plasmaticos de IL-6, IL-10 e

dos receptores sollveis do TNF-a em idosas da comunidade.

Comparar o efeito dos programas de exercicios fisicos, fortalecimento
muscular e treinamento aerdbico, sobre a capacidade funcional de idosas da
comunidade, e investigar o potencial efeito dos niveis plasmaticos dos
receptores soluveis de TNF-a, IL-6 e IL-10 sobre as mudangcas na

funcionalidade apds a intervencéo.

Investigar a interagdo entre os polimorfismos -308 do gene TNF-a
(rs1800629), -174 do gene IL6 (rs1800795), e -1082 do gene da IL10
(rs1800896) e o efeito do exercicio fisico em parametros inflamatérios e fisico-

funcionais em mulheres idosas.
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2 MATERIAL E METODO

2.1 Desenho do estudo e aspectos éticos

O estudo é um ensaio clinico, o qual foi registrado no Registro Brasileiro de
Ensaios Clinicos (ReBEC) sob identificador RBR9v9cwf, no qual idosas residentes
na comunidade foram alocadas para dois programas de exercicio fisico: programa
de fortalecimento muscular ou programa de treinamento aerdbico. As participantes
foram recrutadas por meio de folhetos de convocacdo em centros de convivéncia
para idosos, contato telefonico a partir de listas de espera de projetos de atividade
fisica e antncios em jornais locais da regido metropolitana de Belo Horizonte.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da UFMG (ETIC
038/2010) (Anexo A) e todas as voluntarias assinaram o termo de consentimento
livre e esclarecido (Anexo B) concordando em participar do estudo, de acordo com
os principios da declaracdo de Helsinki (1969). O estudo foi conduzido no

Departamento de Fisioterapia da Universidade Federal de Minas Gerais, Brasil.

2.2 Amostra

O calculo amostral foi realizado considerando um alfa de 5%, poder de 80% e
tamanho de efeito f = 0,15, com intervalo de confianga de 95%. Considerando como
desfecho os niveis plasméticos de BDNF e mediadores inflamatérios, o célculo
mostrou a necessidade de 144 idosas por grupo de intervengédo. Prevendo perdas
durante a pesquisa, foi considerado um acréscimo de 30% no recrutamento. O
tamanho de efeito pequeno foi definido com base na grande variabilidade

apresentada pelos mediadores inflamatérios.
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2.2.1 Critérios de inclusao

Foram incluidas 451 mulheres com 65 anos ou mais, residentes na
comunidade e sedentarias. Foram consideradas sedentarias aquelas que nao
realizaram atividade fisica regular, trés vezes por semana, por no minimo 40

minutos, nos trés meses anteriores ao recrutamento®?.

2.2.2 Critérios de exclusao

Os critérios de exclusd@o foram: idosas com alteragcfes cognitivas detectaveis
pelo Mini-exame do Estado Mental®*®*, doenca inflamatéria ou infecciosa em fase
aguda; neoplasia nos Uultimos cinco anos; uso de drogas imunossupressoras;
amputagdes nos membros inferiores; cirurgias ou fraturas nos membros inferiores
nos Uultimos seis meses; presenca de doengas ou sequelas neurolégicas;
participagdo em outros programas de atividade fisica e frequéncia inferior a 85% nas
sessOes de treinamento. A presenca de arritmia ndo controlada e fibrilagéo atrial
crbnica constituiram também critérios de exclusdo para a participagdo no programa

de exercicio aerdbico.

2.3 Instrumentos de medidas

Para caracterizagdo da amostra, os dados sbécio-demogréficos e as
informacdes relativas as condicfes clinicas das idosas foram obtidos por meio de
um questionario estruturado, aplicado por meio de entrevista, por pesquisadores

treinados (Apéndice A e B).
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2.3.1 Dosagens dos niveis plasméaticos de BDNF, sTNFR1, sTNFR2, IL-6, IL-10

Foram coletados cinco mililitros de sangue periférico dos participantes, em tubos
a véacuo, com citrato, por profissional qualificado. Os tubos foram centrifugados
(Modelo Fanem) em 1500 rpm, por 15 minutos e o plasma removido em ambiente
estéril e estocado em tubos eppendorfs em freezer a -80°C.

A andlise das concentragBes plasméticas foi realizada pelo método de ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay), por meio do kit DuoSet ELISA (R&D
Systems, Minnesota, MN) para o BDNF, sTNFR1 e sTNFR2 e kits de alta
sensibilidade (Quantikine®HS, R&D Systems Minneapolis) para a IL-6 e IL-10,
segundo as instrugdes do fabricante. Os limites inferiores de detec¢do dos ensaios
de BDNF, sTNFRs, IL-6 e IL-10 foram, respectivamente, 5 pg/ml, 5 pg/ml, 0,15
pg/ml e 0,75 pg/ml.

2.3.2 Extracdo de DNA e Genotipagem

Para a genotipagem foram coletados cinco ml de sangue periférico dos
participantes, em vacutainers com EDTA, por profissional qualificado. O sangue foi
removido em ambiente estéril e estocado em freezer a -80°C.

O DNA gendmico foi extraido a partir de 500 pl de sangue periférico utilizando
0 protocolo de extracdo por Fenol-Cloroformio (Apéndice C). A qualidade e
integridade do DNA foram avaliadas por espectrofotometria em equipamento
Nanodrop (Thermo Scientific - GE), com leitura da absorbancia nos comprimentos de
ondas Ao € Asgg. As amostras foram estocadas em freezer a -20°C até a anélise.

A genotipagem dos polimorfismos foi realizada utilizando-se ensaios
validados TagMan genotyping assay (Applied Biosystems, Inc, Foster City, CA, USA)
para os genes TNF (rs1800629; assay IDs: C___ 7514879_10) e IL10 (rs1800896;
assay IDs: C__1747360_10). Para o SNP do gene IL6 (rs1800795) foi padronizado
um ensaio utilizando oS seguintes primers: Forward
(GAGGACCTAAGCTGCACTTTTC) e Reverse
(GGGCTGATTGGAAACCTTATTAAGATTG); e sondas: sonda A (VIC-
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CCTTTAGCATCGCAAGAC-MGB-NFQ) e sonda B (FAM-CTTTAGCATGGCAAGAC-
MGB-NFQ).

Cada ensaio inclui dois primers (foward e reverse) para a amplificacdo das
regides de interesse e duas sondas para detec¢éo dos alelos. As sondas possuem:
e um corante reporter fluorescente na extremidade 5" (VIC para um alelo e FAM
para o outro alelo);
e um minor groove binder (MGB) que aumenta a temperatura de anelamento da
sonda sem aumentar o seu comprimento, pemitindo uma discriminagéo mais precisa
dos alelos;

e um quencher ndo fluorescente (NFQ) na terminacéo 3’da sonda.

As reagbes de amplificacdo e genotipagem do DNA foram realizadas em
placas de 384 pocos, em equipamento GeneAmp PCR system 9700HT (Applied
Biosystems, Inc, Foster City, CA, USA ). O protocolo foi otimizado utilizando 0.25 pl
TagMan SNP Genotyping Assay (20X), 2.5 yl Master Mix (2X) e 15 ng de DNA
diluido em 2.25 pl de H;O livre de DNAse, totalizando um volume de 5 pl. As
reagOes seguiram o ciclo de amplificagdo: 50°C por 2 min, 95°C por 10 min e 49
ciclos de 92°C por 30 seg e 60°C por 1 min. Durante a PCR ocorrem 0s seguintes
eventos (Figura 1):

e Cada sonda anela especificamente a sequéncia complementar, entre os sitios dos
primers forward e reverse. Quando a sonda est4 intacta, a proximidade do corante
reporter com o NFQ resulta em supresséo da fluorescéncia.

e A clivagem da sonda pela DNA polimerase Amplitaq Gold® separa o corante
reporter do NFQ, o que resulta na fluorescéncia do corante reporter. Sendo que, a
Amplitag Gold cliva somente as sondas que estéo hibridizadas.

¢ O sinal de fluorescéncia ocorre somente se a sequéncia alvo for complementar a

sonda. Entdo o sinal gerado pela PCR indica que o alelo esta presente na amostra.
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FIGURA 1: Esquema da reagdo com o0 ensaio Tagman

Em cada ensaio foi incluido pelo menos dois controles negativos e pelo
menos um controle positivo.
A discriminacdo e plotagem dos gendtipos foram realizadas pelo TagMan®

Genotyper Software (Applied Biosystems) (Figura 2).

2.3.3 Capacidade Funcional

A capacidade funcional foi avaliada por meio dos testes Timed Up and Go®®
(TUG), velocidade de marcha usual de 10 metros (VM10M)%®° e teste de sentar e
levantar (TSL)” por cinco vezes. No TUG foi mensurado o tempo para o individuo
realizar a tarefa de levantar-se a partir da posicdo sentada em uma cadeira
padronizada (47 cm de altura do assento, sem bragos) deambular trés metros, girar
180° retornar e sentar-se novamente na cadeira. O teste apresenta alta
confiabilidade intra e inter observadores (ICC = 0,99; ICC = 0,99)%.

Para avaliar a VM10M, as participantes foram orientadas a deambular com a
velocidade de marcha usual (auto-selecionada), um percurso de 10 metros®. Um

comando verbal foi dado para o inicio do procedimento e registrado o tempo gasto
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para completar os seis metros centrais do percurso, identificados lateralmente por
marcas de fita. Para evitar viés de aceleracdo e desaceleracdo, os dois metros
iniciais e finais do percurso foram desconsiderados. O VM10M tem demonstrado boa
confiabilidade intra e inter observadores (ICC=0,78 e ICC=0,93)%.

O TSL mensura o tempo necessério para o individuo completar a tarefa de
passar da posicdo sentada para de pé, por cinco vezes, na maior velocidade
possivel, sem usar os membros superiores. Foi usada uma cadeira padronizada,
com 47 cm de altura do assento, sem bragos. Este teste é usado como medida de
incapacidade® e um indicador da forca de membros inferiores em idosos'®. Os

escores apresentam boa confiabilidade teste/reteste (ICC=0,89)"".

2.3.4 Desempenho muscular e capacidade aerébica

Considerando a especificidade dos programas de treinamento, foram
definidas como variavel desfecho para o grupo de fortalecimento muscular (GF) a
forca muscular de membros inferiores, avaliada pelo dinamémetro isocinético®t1%?,
e para o grupo aerdbico (GA) a distancia percorrida no Teste de Caminhada de Seis
Minutos (TC6M)%3104,

O desempenho muscular de extensores e flexores de joelho do membro
dominante foi mensurada pelo dinamémetro isocinético Biodex System 3 Pro®
(Biodex Medical Systems Inc., Shirley, NY, USA), que permite a obtencdo de
medidas objetivas, confidveis e vélidas dos parametros fisicos da fungdo muscular
humana, caracterizando o método mais acurado disponivel para medidas de
desempenho muscular’®*%?, Foram obtidas, por meio de contragées concéntricas,
as variaveis trabalho normalizado pela massa corporal (%) na velocidade angular de
60°/s, com cinco repeticdes, e poténcia na velocidade angular de 180°%s, com 15
repeticoes.

O TC6M é um teste subméaximo de endurance, que tem como objetivo avaliar
a capacidade aerdbica para a préatica de esportes e outras atividades e também
avaliar programas terapéuticos e de reabilitagdo. Esse teste tem boa correlagdo com
0 VO, (consumo de oxigénio maximo), € facilmente aplicado, além de refletir

atividades rotineiras®1%4,
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2.3.5 Outras medidas

Foram verificadas as medidas antropométricas indice de massa corporal
(IMC) expresso pela relagéo entre a massa corporal em kg e estatura em metros
(Kg/m?) e a circunferéncia de cintura (CC), mensurada como a menor curvatura no
nivel da cicatriz umbilical'®.

Fatores psicossociais, como niveis de estresse e sintomas depressivos, sdo
associados alteragdes nos niveis de mediadores inflamatérios e BDNF*%°%7 A
presenca de sintomas depressivos e niveis de estresse percebido foram avaliados
na amostra para verificar se mudangas nessas variaveis influenciaram os efeitos do
exercicio sobre as citocinas. A Escala de Depresséo Geriatrica (GDS) foi usada para
0 rastreamento de transtornos depressivos no baseline e apés o programa de

exercicio fisico'®1%°,

Esta escala tem sido amplamente usada na populacdo
geriatrica, apresentando medidas psicométricas validas e confidveis. Foi usada a
versdo GDS traduzida e adaptada para a populagdo brasileira, com 15 itens de
resposta dicotbmicas (sim/ndo) e adotados os pontos de corte 5/6 (nédo
caso/caso)*®.

O nivel de estresse foi avaliado pela a Escala Estresse Percebido'’. Esta
escala, constituida por 14 itens, avalia trés fatores considerados como componentes
centrais na experiéncia de estresse: o quanto o individuo avalia sua vida como
imprevisivel, incontrolavel e sobrecarregada. O instrumento aborda a experiéncia de
estresse de forma global, independente de agentes ou eventos estressores
especificos, o que confere uma caracteristica multicultural a escala. Foi utilizada a
versdo validada para a populagdo idosa brasileira (consisténcia interna, r=0,82) e

validade de constructo®*°.

2.4 Intervencgao

As idosas foram alocadas em dois grupos: GF - programa de exercicio de
fortalecimento muscular e GA - programa de treinamento aerdbico. Ambos os

protocolos apresentaram uma duragdo de dez semanas, totalizando trinta sessdes,



29

realizadas trés vezes por semana, sob supervisdo direta de fisioterapeutas
treinados. Durante o periodo de treinamento as voluntarias foram orientadas a

manter suas atividades habituais e n&o iniciar outros programas de exercicio fisico.

2.4.1 Treinamento de forga muscular

A sessao de exercicios foi composta por dez minutos iniciais de caminhada,
seguidos por alongamentos para os musculos: reto femoral e psoas, isquiossurais e
triceps sural. Foram entdo realizados os exercicios de fortalecimento muscular:
flexdo, abducéo, aducéo e extensdo de quadril, flexdo e extenséo de joelhos e mini-
agachamento. A carga, individualizada & cada participante, foi definida por meio do
calculo de uma resisténcia maxima (RM). As participantes iniciaram 0s exercicios
com 50% de RM; ap6s duas semanas (72 sesséo) a carga foi reajustada para 75%
da RM inicial. Na 132 e 222 sessdes a RM foi recalculada, sendo os exercicios
realizados com 75% dessa nova RM''2 Medidas de pressdo arterial e freqiiéncia
cardiaca foram realizadas no inicio e ao final de cada sessdo de exercicios
(Apéndice D).

2.4.2 Treinamento aerébico

O protocolo de exercicios aerdbicos consistiu de cinco minutos de
aquecimento (warm up), 40 minutos de atividade aerdbica, que incluiu caminhada e
exercicios livres de membros superiores e inferiores, e cinco minutos de
recuperacdo (cool down) como preconizado pelo American College of Sports
Medicine (2009)%. No periodo de aquecimento e recuperacéo a frequéncia cardiaca
foi mantida em até 60% da frequéncia cardiaca maxima prevista para a idade
(FCméx) e durante a atividade aerébica foi mantida entre 65% a 80% da frequiéncia
cardiaca méxima. Para garantir a manutencdo da FC na faixa de treinamento
adequada, as participantes foram monitoradas por meio de aparelhos cardio-

frequencimetros (Marca POLAR FT1). Medidas de presséo arterial e freqiéncia
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cardiaca foram realizadas no inicio e ao final de cada sessdo de exercicios
(Apéndice E). Para as participantes em uso de beta-bloqueadores, a FCméax foi
ajustada pela porcentagem que atenua a FCméx prevista pela idade, por meio da

formula: (dosagem diaria + 95,8) / 9,74.

2.5 Procedimentos e coleta de dados

Os procedimentos e coleta de dados do estudo foram realizadas no
Laboratorio de Dor e Inflamacdo em Reabilitagdo e Estudos do Envelhecimento,
Laboratério de Desempenho Motor e Funcional Humano, Laboratério de
Imunofarmacologia e Laboratério de Biodiversidade e Evolucao Molecular.

Com a aprovacédo pelo COEP/UFMG foi iniciado o recrutamento e selecao
das participantes, segundo os critérios de incluséo e exclusdo pré-estabelecidos. O
recrutamento foi realizado por meio de busca ativa em centros de convivéncia, listas
de espera de projetos para Terceira Idade e divulgagdo em jornais locais. Apos
contato inicial por telefone, eram agendadas reunibes nas quais o contexto, objetivos
e procedimentos do projeto eram apresentados as idosas. Para aquelas
interessadas em participar, era realizada uma avaliagéo inicial para coleta de dados
clinico-demogréaficos e verificagdo dos critérios de inclusdo e exclusdo do estudo.
Todas as participantes do estudo assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido.

Apos a avaliagédo inicial (Apéndice A) as idosas foram alocadas para o GF ou
GA. Em seguida, de acordo com a disponibilidade das participantes, foram
agendadas as coletas de sangue, para mensuragdo das dosagens dos marcadores
biologicos e genotipagem, e a avaliagéo fisica.

A coleta de sangue foi realizada no Laborat6rio de Dor e Inflamacdo em
Reabilitagdo e Estudos do Envelhecimento em dias distintos da avalia¢éo fisica. O
sangue foi coletado em repouso, entre 8:00h e 10:00h da manh& para minimizar
possiveis efeitos de mudangas circadianas, antes (com intervalo 48 horas apés a
realizacéo dos testes fisicos) e apos o programa de treinamento (no minimo 72 horas
apds a ultima sesséo de exercicio). Foram coletados 5 ml de sangue periférico em

tubos a vacuo, por um profissional qualificado, de acordo com as normas de
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biosseguranca. Os tubos foram levados para centrifugagcdo em 1500 rpm, por 15
minutos (Marca Fanem) e o plasma removido em ambiente estéril e estocado em
tubos tipo eppendorfs em freezer a -80°C.

Na avaliacdo fisica foram realizados os testes funcionais e aplicacdo de
questionarios especificos, como a Escala de Depressdo Geriatrica, Escala de
Estresse Percebido, dentre outros (Apéndice B). As participantes foram orientadas a
usar calcados e roupas apropriadas para a realizagédo dos testes. Para avaliagdo da
velocidade da marcha a idosa foi instruida a permanecer em pé com os dois pés
atras da linha de inicio e iniciar a marcha ap6s um comando verbal especifico, em
velocidade auto-selecionada, por um percurso de 10 metros®.

Para realizacdo do TUG, a idosa foi solicitada a levantar-se a partir da posi¢céo
sentada em uma cadeira padronizada com 47 cm de altura do assento e sem bracos,
deambular trés metros, girar 180°, retornar para a cadeira e sentar-se novamente®.
No TSL a participante foi orientada a se levantar e sentar cinco vezes, na maior
velocidade possivel, em cadeira padronizada, descrita anteriormente, com os bracos
cruzados no tronco, na altura do térax®’. A ordem de realizac&do dos testes funcionais
foi aleatorizada para cada participante.

A avaliagdo do desempenho muscular de membros inferiores e avaliagdo da
capacidade aerébica foi realizada considerando a especificidade de cada
treinamento. O desempenho muscular de extensores e flexores de joelho foi
avaliado por meio do dinamémetro isocinético no Laboratério de Desempenho Motor
e Funcional Humano. As idosas foram posicionadas sentadas na cadeira com
tronco, pelve e coxa estabilizados por cintos e as pernas pendentes. A distancia
utilizada entre a borda da cadeira e a fossa poplitea das participantes foi de cinco
centimetros. O encosto da cadeira foi posicionado em 85° e o eixo rotacional do
aparelho foi alinhado com o eixo rotacional da articulacdo do joelho, na altura do
condilo lateral do fémur. O bracgo de alavanca foi posicionado paralelamente a perna,
com almofada de apoio fixada no tergco distal anterior da mesma, imediatamente
acima do maléolo lateral (FIGURA 2). A amplitude de movimento de realizagdo do
teste foi de 85°, partindo do angulo de 90° de flexdo do joelho. As medidas foram
coletadas em ambos os membros, utilizando contragdes concéntricas e velocidade
angular constante e predeterminada de 60°%s e 180°s para flexdo e extensdo de
joelho. A dominancia do membro inferior foi avaliada através da pergunta: “Se vocé

fosse chutar uma bola, com qual perna vocé chutaria?"**2. Apenas o membro
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dominante foi considerado para a analise estatistica, uma vez que nédo ha diferenca

estatisticamente significante no desempenho muscular entre membros, avaliado no

dinamoémetro isocinético*>4,

FIGURA 2: Posicionamento da participante para realizacdo do teste de forca muscular no

dinamdmetro isocinético

As idosas foram inicialmente submetidas a familiarizacdo do uso do
instrumento, sendo realizadas, em média, trés repeticdbes com for¢ca sub-maxima.
Em seguida, foi medido o torque produzido pelo peso do membro inferior, para
corregdo do efeito da gravidade sobre a musculatura envolvida, conforme instrugoes
do fabricante. Cada participante efetuou uma série de cinco repeticdes de
flexo/extensdo do joelho na velocidade angular de 60°/s e 15 repeticbes de
flexo/extenséo do joelho na velocidade angular de 180°/s. Durante o teste, as idosas
receberam estimulo verbal para mover a alavanca do dinamémetro “o mais rapido e
com a maior forca possivel”. Para a realizagcdo do teste foram observados os
seguintes principios do teste isocinético: educacdo do paciente, familiarizacéo,
aquecimento prévio, posicionamento, estabilizacdo e alinhamento articular, correcéo
da gravidade, intervalo de repouso entre as varias repeticbes do teste e entre as
velocidades de teste e encorajamento verbal'%.

A capacidade aerébica foi avaliada por meio do TC6M™. As idosas foram
orientadas a caminhar o mais rapido possivel, sem correr, em um corredor de 30
metros, durante seis minutos. Antes do inicio do teste, a idosa foi equipada com um

cardiofrequiencimetro (marca POLAR FT) para registro da freqiiéncia cardiaca (FC) a
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cada minuto durante o teste. Antes e apéds a realizacdo do teste, foi aferida a
pressao arterial. A escala de percepgao subjetiva de esforgo (escala de Borg) foi
usada ao final do teste. As idosas foram informadas que se necessario poderiam
interromper a caminhada durante o teste e permitido reassumir a caminhada a fim
de completar os 6 minutos de teste.

Apo6s completar o processo de avaliagdo, as idosas iniciaram o programa de
exercicio fisico. Ambos os programas foram realizados trés vezes por semana, por
um periodo de 10 semanas, sob orientacdo direta de pesquisadores treinados.
Medidas de presséo arterial foram realizadas no inicio e ao final de cada sesséo de
exercicios, sendo determinado um valor maximo de 160/90 mmHg para realizacao da
sessdo de exercicios. Quando necesséario, foram realizadas orientacdes e
encaminhamento médico para controle da PA. Com o objetivo de aumentar a adesé&o
aos programas de exercicio foi implementada a reposicdo das faltas. Apos 10
semanas as voluntarias foram reavaliadas seguindo os mesmos procedimentos das
avaliacgdes iniciais.

A andlise das concentragBes plasméticas de BDNF, receptores sollveis de
TNF-a, IL-6 e IL-10 foi realizada pelo método de ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay), conforme ja descrito, no Laboratério de Imunofarmacologia
do Departamento de Bioquimica e Imunologia, conforme previamente descrito. O
DNA gendmico foi realizada por meio de protocolo de extragcdo por Fenol-
Cloroformio no Laboratério de Imunofarmacologia do Departamento de Bioguimica e
Imunologia, enquanto a genotipagem foi realizada no Laboratério de Biodiversidade
e Evolucdo Molecular, de acordo com procedimentos j& descritos.

Em retribuicdo a participagdo das idosas na pesquisa foram organizadas
visitas educativas no Museu de Ciéncias Morfoldgicas do Instituto de Ciéncias
Biologicas da UFMG, cuja proposta € difundir o conhecimento da estrutura e
funcionamento do organismo humano, como forma de despertar a consciéncia para
a necessidade e importancia do cuidado e da preservagédo da vida com qualidade.
Apos a finalizagdo dos programas de intervencdo as idosas foram encaminhadas
para outros projetos como incentivo a continuidade aos exercicios e manutencao de

uma vida ativa.
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2.6 Analise estatistica

Analise estatistica descritiva, utilizando medidas de tendéncia central (média
e mediana) e de variabilidade (amplitude e desvio padréo), foi realizada para a
caracterizagdo da amostra. A normalidade da distribuicdo dos dados foi verificada
pelo teste Kolmogorov-Smirnov. Uma vez que as varidveis ndo apresentaram
distribuicdo normal, as comparagdes entre os grupos GF e GA no baseline foram
realizadas pelo teste ndo paramétrico Mann Whitney. As correlacdes foram

verificadas por meio do coeficiente de correlagdo de Spearman.

A analise comparativa intra e inter grupos foi realizada por meio de analise de
variancia ANOVA 2 x 2 com teste post hoc Mann Whitney e Wilcoxon.

Analise de regressao linear foi realizada para investigar possiveis fatores que
poderiam influenciar o efeito do exercicio. Foi usado o método stepwise, que utiliza
das correlagdes parciais entre as variaveis para definicdo do modelo final.

Cada polimorfismo de nucleotideo Unico foi primeiramente testado para a
consisténcia com as propor¢gdes Hardy-Weinberg, usando o teste qui-quadrado.
Para analisar a interagdo entre os polimorfismos e os efeitos do exercicio foi

utilizada anélise de covariancia ANCOVA.

As andlises estatisticas foram realizadas no programa Statistical Package for
Social Sciences, versdo 17.0.1. (SPSS Inc., Chicago, IL). Um alpha igual a 5% foi

considerado para significancia estatistica de todas as analises.
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Abstract:

Background: Aging is associated with chronic low-grade inflammatory activity with an
elevation of cytokine levels. An association between regular physical activity and reduction of
blood levels of anti-inflammatory cytokines is demonstrated in the literature pointing to an
anti-inflammatory effect related to exercise. However, there is no consensus regarding on
which type of exercise and which parameters are the most appropriate to influence
inflammatory markers. Evidence indicates that the single nucleotide polymorphism (SNP) can
influence the synthesis of those cytokines affecting their production.

Methods/Design: The design is a randomized controlled trial. The aim of this study is to
compare the effect of two protocols of exercises, aerobic and muscle strengthening, on the
physical performance (PP) and the plasma levels of sSTNFR-1, sTNFR-2, IL-6, IL-10 e
BDNF; and to investigate the interaction between the cytokines genes SNP and the effect of
physical activity on elderly women. The main outcomes are: serum levels of STNFR-1,
STNFR-2, IL-6, IL-10 e BDNF, measured by the ELISA method; genotyping of TNF-alpha
(rs1800629), IL6 (rs1800795), 1L10 (rs1800896) and BDNF (rs6265 e rs4923463) SNP by the
TagMan Method (Applied Biosystems, Foster City, CA); and PP assessed by Timed Up and
Go, 5-chair sit to stand from a chair and 10-meter walk tests. Secondary outcomes include:
Geriatric Depression Scale, aerobic capacity, assessed by the 6-minute walk and the Shuttle
Walking tests; lower limbs muscle strength, using an isokinetic dinamometer (Biodex
Medical Systems Inc, USA); cortisol awakening response and Perceived Stress Scale. Both
exercise protocols will be performed three times a week for ten weeks, 30 sessions in total.
Discussion: Investigate the effect of both protocols of exercise on the levels of inflammatory
cytokine levels can contribute to standardize and to guide clinical practice related to treatment
and prevention of functional changes due to chronic inflammatory activity in elderly. This

will be the first study to analyze the interaction between genetic factors and exercise effects in
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elderly. This approach could develop new perspectives on preventive and treatment proposals

in Physical Therapy and in the management of the elderly. Trial Registration: RBR9vOcwf.

Keywords: polymorphism, cytokines, elderly, exercise, physical performance, BDNF
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Background

Aging is associated with a chronic low-grade inflammatory process characterized by a
systemic elevation, from two to four times, of plasma levels of cytokines as interleukin (IL) —
1, tumor necrosis factor alpha (TNF-a), IL-6, acute phase proteins, soluble TNF receptors
(STNFR), IL-10, among others [1]. Balance between production and release of those
cytokines has been related to the emerging or aggravation of chronic conditions related to
aging, disability and increased mortality in the elderly [1,2]. High levels of cytokines are
associated with a reduction of physical performance and muscle function [3-7]. The
underlying mechanism by which these cytokines contribute to a functional deterioration of the
elderly seems to be their catabolic effect, leading to a reduction on muscle mass and strength
that are related to sarcopenia [1,8].

TNF-a is an early mediator of inflammation since it starts and coordinates the acute
phase response and induces the production of a second wave of cytokine expression, such as
IL-6, IL-8 and C-reactive protein [9]. It also stimulates the production of STNFR that act as its
natural inhibitors, therefore regulating its biological function. Since these receptors are more
stable molecules than TNF-a. in circulation, they are more reliable markers of plasma TNF-a
levels, hence of the inflammatory response [10]. A few authors argue that TNF-a. is behind
the age-related inflammatory changes [11,12], being associated with the development of
insulin resistance and metabolic syndrome [13], and also with reduction of muscle mass and
strength loss due to its catabolic action [14].

IL-6 is a cytokine that has both pro and anti-inflammatory roles and is involved in
controlling and coordinating inflammatory responses. It is produced by different cell types,
which include the skeletal muscle cells [15]. On the other hand, IL-10 is an anti-inflammatory
cytokine that is essential to inflammatory activity control and resolution that is triggered and

sustained by other mediators [16]. The IL-10 inhibitory effect on IL-6 and TNF-a cytokines is
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well established in acute inflammatory processes [17], but not in chronic inflammation, such
as we see during aging, nor the impact of physical exercises on their plasma levels is known.

The brain-derived neurotrophic factor (BDNF), which takes part of the neurotrophins
family, plays an important role in regulating the survival, growth and maintenance of neurons,
prevention of cell death due to stress-related processes, and neural plasticity [18]. Low BDNF
levels are associated with mortality in frail elderly, and these altered levels have been related
to several neurological and psychiatric conditions such as depression [19], Alzheimer’s
disease [20], Parkinson’s disease [21]. Literature demonstrates that physical exercise can
promote an increase in the production of these neurotrophin [22,23], what could mediate
psychiatric changes and cognitive performance [24].

Differences seen in protein expression among people can occur as a result of
functional genetic variations in the promoter area of these molecules gene [25]. The most
common variations seen on human genome are the single nucleotide polymorphism (SNP).
Evidence points that SNP which are present in the genes of several molecules involved in
inflammation could affect their gene transcription and synthesis [25], modulating the
inflammatory response severity. Some polymorphisms are associated with a greater
production of inflammatory mediators. Thus, gene variations could explain in part the
variability in the production of cytokines and neurotrophins, and the greater liability of certain
people to clinical conditions that are mediated by the elevation of these markers production,
such as chronic conditions related to aging and longevity [26-28].

The expression of TNF-a, IL-6, IL-10 and BDNF is influenced by functional
polymorphisms at their promoter areas. The polymorphisms in  TNF-a (rs1800629), IL-6
(rs1800795), IL-10 (rs1800896) and BDNF (rs6265 e rs4923463) have been associated with
several acute and chronic diseases and with longevity as well [1,26,29]. For instance,

Oberbach et al [28] identified that changes in the IL-6 plasma levels in response to exercise
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were influenced by the -174G/C polymorphism, suggesting that genetic factors related to
cytokine production could be determinant to individual effects of the anti-inflammatory
response promoted by exercise. However, literature presents contradictory results related to
their activity and effects on plasma levels of these mediators, especially considering the
elderly population. One possibility is that differences shown in literature are due to
interactions between lifestyle and gene factors, along with cultural and ethnic differences of
the different studied samples.

Observational studies have pointed that physically active people have lower
concentrations of inflammatory cytokines, suggesting that regular exercise may alleviate the
chronic inflammatory activity associated with aging [15,30,31]. Consistent evidence have
demonstrated that physical activity induces an elevation of anti-inflammatory cytokines
systemic levels [32-34], with the skeletal muscle tissue being indicated as an endocrine organ
that produces and releases cytokines named miokines [15].

The production and release of 1L-6 during physical activity seem to rely on factors as
type, intensity and duration of exercise [33]. Despite the possible benefits of physical exercise
on chronic inflammatory process, information about the parameters of the ideal exercises
for regulating cytokines have not been established [31,35-37], with research results being
conflicting.

Therefore, the primary objectives of this clinical trial are: to compare the effect of two
physical exercise programs, muscle strength and aerobic exercise, on the plasmatic levels of
STNFR-1, IL-6, IL-10 cytokines, of the BDNF neurotrophin and physical performance; to
investigate the existence of an interaction between TNF-a rs1800629, IL6 rs1800795, IL10
rs1800896, and BDNF rs6265 and rs4923463 genes polymorphisms with the effect of

physical exercise in elderly women.



41

Methods / Design
Recruitment of participants

This study is a randomized controlled trial for which community-dweller elderly
women will be recruited and randomly assigned to either one of the following physical
activity protocol: muscle strengthening exercises (MSE) or aerobic exercises (AE). The study
will be conducted at the Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Brazil.

After the initial evaluation, participants will be randomized into either MSE or AE
group. This randomization will take place with an equal number of envelopes. The researcher
responsible for the evaluations will be blinded to the participants’ group.

The study was approved by the Ethics Committee of Universidade Federal de Minas
Gerais (ETIC 038/2010) and all volunteers will give their written informed consent to
participate, according to the principles of the Helsinki Declaration (1964).

Sample
Inclusion criteria

Community-dweller elderly women who are sedentary and aged 65 years or more will
be included in the study. Sedentary elderly women are those who do not practice any regular
physical activity (i.e., at least three times a week, 40 minutes minimum) in the last three
months.

Exclusion criteria

Older people with cognitive impairment detectable by the Mini Mental State
Examination[38], acute phase inflammatory disease, tumor growth in the last five years,
current use of immunomodulatory medications, amputation or lower limb fracture in the last 6
months, presence of neurological sequelae and current participation in an alternative exercise

program will be excluded from the study.
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Baseline Assessment

A standardized questionnaire will be applied by trained researchers to collect sample
characteristics, socio-demographic data and information on the clinical condition of the
elderly.
Primary outcome measure
1. Plasma levels of TNF-a, STNFR-1, sSTNFR-2, IL-6, IL-10 e BDNF: 5 ml of blood will be
withdrawn from the participants and immediately centrifuged at 1500 rpm to obtain plasma.
Aliquots will be removed in a laminar flow hood and stored at —80°C. Plasma levels of
cytokines will be determined by ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) method with
high sensitivity kits (Quantikine®HS, R&D Systems Minneapolis, USA).
2. Genotyping — Blood samples will be obtained from all individuals in EDTA anti-
coagulant and genomic DNA will be extracted using a phenol-chloroform method from
unfractionated whole blood, and stored at —20°C. TagMan genotyping assays will be obtained
from Applied Biosystems, Inc. (Foster City, CA). The assay identification code for each
respective SNP is IL-10 (rs1800896), TNF (rs1800629), ACTN3 (rs1815739), BDNF (rs6265
e rs4923463). A customized assay will be used for the IL-6 SNP gene. All amplifications will
be carried out in an ABI 7900HT thermal cycler (Applied Biosystems, Inc.) using TagMan
Genotyping Master Mix and following the manufacturer's recommended amplification
conditions.
3. Physical Performance will be assessed by means of Timed Up and Go (TUG) test, 5-chair
Sit-to-stand test, and 10-Meter Walk Test (10MWT) [39-41]. These tests will be used because
they have demonstrated high reliability and are commonly used to assess function in elderly
people. The TUGT measures, in seconds, the time taken to stand up from a standard chair,
walk a distance of 3 meters, turn, walk back to the chair and sit down. The TUG score

demonstrates high inter-rater and intra-rater reliability (intraclass correlation coefficients



43

(ICCs) 0.99 and 0.99 respectively). The L0OMWT has good reliability (ICC=0,78 e ICC=0,93),
and is a good marker for mobility and fall risk [42]. On the other hand, the 5-chair Sit-to-
stand test measures the needed time to perform the task of sitting to stand for five times as fast
as possible. It has been used as an assessment tool for disability and risk for falls and as an
indicator of lower limb strength in the elderly, with scores presenting excellent test-retest
reliability (ICC=0.89)[43].

Secondary outcome measure

1. Muscle strength will be assessed using a Biodex® System 3 Pro isokinetic dynamometer
(Biodex Medical Systems Inc., USA). This instrument has been accepted as the “gold
standard” for assessment of muscular performance [44]. The muscle groups assessed will be
the knee joint extensors and flexors of the dominant limb at angular speeds of 60°/s and
180°/s in concentric contractions, with five and fifteen repetitions respectively, at intervals of
30 seconds between each velocity. All procedures will be performed according to the
assessment protocol suggested by the manufacturer, such as positioning of the volunteer,
calibration, correction for gravity, familiarization and strong verbal encouragement. Variables
chosen for analysis are peak tork/body mass and work normalized by body mass (%) at 60%s,
and Power at 180°9s.

2. Aerobic capacity, as measured by the 6-minute Walk test (6MWT) and by the Shuttle
Walking Test (SWT). The first test has been used in patients who have different disorders
such as neurological, cardiothoracic, infant or rheumatologic dysfunctions, and its correlation
with maximum aerobic capacity is considered to be satisfactory [45,46]. The SWT has the
advantage of having its intensity gradually increased by the external control of speed, which is
increased every minute by 0,17m/s and is controlled by audio signals that are generated by a

portable audio system. SWT is consisted of 12 levels, lasting one minute each, with the initial
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velocity of 0.5 m/s, up to a maximum of 2.37 m/s [46,47]. Data related to systemic blood
pressure, heart rate and subjective perception of effort using the Borg scale will be recorded.
3. Geriatric Depression Scale (GDS) is a screen for the presence of depression in older
people. It comprises 15 individual questions; the cut-off-points will be 5/6 (non-case/case)
[48].
4. The level of stress will be assessed by the 14-item Perceived Stress Scale validated for the
Brazilian elderly. This scale assesses three factors considered to be keys in the experience of
stress: how the subject evaluates his life as unpredictable, uncontrollable and overloaded [49].
The salivary cortisol level will be measured as an objective measurement of stress [50]. The
salivary cortisol level will be collected with cortisol specific Salivette tubes
(Sarstedt.Salivette-swab). The dosage of the salivary levels will be performed using the
ELISA method (Salimetrics).
Intervention

The participants will be divided into two groups: strengthening exercises (SE) and
aerobic exercises (AE) groups. Both groups will be submitted to a protocol lasting 10 weeks,
30 sessions in total, three times a week, under the direct supervision of a physical therapist.
AE Protocol: This protocol will consist of aerobic activities, including a 5- minute warm up
routine, 40 minutes of aerobic exercises — walking and free weight exercises for both upper
and lower limbs, and a 5-minute cool down period, as recommended by the American College
of Sports Medicine (2009). Heart rate will be maintained at 60% of age-predicted maximum
heart rate during both warm-up and cool-down periods, and between 65% to 80% levels
during the aerobic activity.

Blood pressure and heart rate will be measured at the beginning and at the end of
every session. To ensure the safety of participants and to guarantee the proper training zone,

each one of them will be monitored by a cardiac monitor.
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SE Protocol: This program was based on a previous study (ISRCTN62824599) [51]
developed by the Pain and Inflammation in Rehabilitation and Aging Studies Laboratory
(Laboratério de Dor e Inflamacéo em Reabilitacdo e Estudos do Envelhecimento - LADIRE)
research group.

The session will consist of a ten minute walk, followed by stretching the rectus
femoris, psoas, hamstrings and triceps surae muscles. Strengthening exercises will be
performed for the following movements: hip flexion, abduction, adduction and extension;
knee flexion and extension; mini-squat. The load, suitable for each participant, will be
calculated by 1 repetition maximum (RM) test. Participants will initiate the exercises at 50%
of 1RM, adjusting the load after two weeks (7™ session) to 75% of 1RM. The RM will be
recalculated for sessions 13 and 22, and the exercises will be performed at 75% of the newly
established RM. Participants will be reassessed after 30 sessions.

Sample size

Based on the multivariate logistic regression analysis that will be performed in this study
to explore the SNP influence on the effects of exercise on plasma levels of cytokines and
physical performance, 140 older adults need to be included, considering the sample
calculation of (10 x (K + 1), where K is the number of explanatory variables of the model.
Analyses will be adjusted for variables age, anthropometric measurements, physical activity

level, presence of depression and stress levels.

Statistical Analyses

Insight into the sample characterization will be provided using descriptive statistics,
including measures of central tendency (mean and median) and variability (range and
standard deviation). Violation of Hardy-Weinberg equilibrium will be tested by the chi-square

test.



46

The Kolmogorov-Smirnov test will be used to verify the normal distribution of data.
The comparison for between and within groups data will be analyzed using an analysis of

variance (ANOVA). Post hoc testing will be undertaken with LSD tests.

The multivariate logistic regression analysis will be performed to explore the effect of
polymorphisms on the variables: plasma levels of cytokines and physical performance,
considering the genotype of each investigated. The interaction between polymorphisms and
effects of exercise will be investigated using an analysis of covariance (ANCOVA).

Statistical analysis will be performed using the Statistical Package for Social Sciences

(SPSS Inc., Chicago, IL), version 17.0, and o level will be set at .05.

Discussion

The elevation of the plasma inflammatory cytokine levels has as one of its main
consequence sarcopenia [6,25,26], reduction of function and independence of the older adult.
We have previously demonstrated a weak to moderate negative correlation between high
plasma levels of IL-6 and STNF-R1, and reduced muscle strength and physical performance in
elderly women [3,4].

Within this context, physical exercise has been presented as one of the most effective
strategies to influence both an improvement on physical performance and a decrease on
plasma levels of inflammatory markers in the elderly [31,35,52]. However, even though
physical exercise has been widely performed in clinical practice, there is no consensus on
which type of exercise and what clinical parameters are the most influential on the
inflammatory markers. Thus, the results of this clinical trial could contribute in the
standardization and management of clinical practice related to prevention and treatment of

functional changes in the elderly.
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A series of evidence suggests that the SNP could affect the production of cytokines
and neutrophins, also influencing physical, cognitive and behavioral performance, muscle
strength in the elderly [25,26,29]. We have recently investigated the effect of the -174G/C
polymorphism of the IL-6 gene on the plasma IL-6 levels in both community dweller and
institutionalized elderly women. Homozygotes women for the G allele showed high IL-6
levels, and an interaction between polymorphism and housing conditions (community /
institution) was observed, with a higher effect of GG genotype on IL-6 levels in the
institutionalized women [53].

The genes involved in the regulation of the chronic inflammatory process can
contribute not only to the individual variability of cytokine production and physical
performance in the elderly, but also to the response of these variables to physical exercise.
Still, it is important to note that the evaluation of a single cytokine genotype without
considering its interaction with other genotypes from different biological markers could lead
us to misinterpretations, as their combined action could result in different effects. Therefore,
analyzing and understanding the influence of genetic factors on the effects of different
exercise protocols as proposed by this study may contribute to the development of new
perspectives on preventive and therapeutic approaches in Physical Therapy and in general
management of the elderly patient. This trial was designed to be reproducible in both research

and clinical environments.
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Abstract

Aging is associated with decreased levels of neurotrophic factors which could contribute to
the risk of depression in elderly subjects. Physical exercise can increase BDNF levels,
however, little is known about its production pattern in response to exercise in the elderly. We
investigated the effect of two standardized exercise programs, muscle strength training (SE)
and aerobic training (AE), on the plasma levels of BDNF and depressive symptoms in 451
elderly women (65-89 years old) (ReBEC:RBR9v9cwf). BDNF levels were measured by
ELISA and the Geriatric Depression Scale was used to assess depression. Both protocols
lasted 10 weeks, 30 sessions in total performed three times a week and improved the
depressive symptoms in this elderly sample. There was no association between mood
improvement and BDNF changes. Interestingly only SE significantly increased the plasma
levels of BDNF in our sample. In conclusion the positive effects of physical exercise on

depressive symptoms in the elderly were not mediated by BDNF.

Keywords: elderly, brain-derived neurotrophic factor, exercise, depression
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Introduction

Brain-derived neurotrophic factor (BDNF), a member of the neurotrophin family,
plays an important role in neurogenesis, protection against neuronal death, and positively
influences brain plasticity in improving learning and memory (Hu and Russek, 2008; Murer et
al., 2001). Evidence also suggests that BDNF plays a central role in energy metabolism by
altering skeletal muscle fat oxidation in an AMPK (AMP-Activated protein kinase)
dependent-manner (Krabbe et al., 2007). BDNF is especially abundant in the hippocampus
and the cerebral cortex, though significant BDNF levels can also be detected in the peripheral
blood (Brunoni et al., 2008; Sen et al., 2008). A high correlation between the expression of
this neurotrophin in the brain and its serum levels is demonstrated in animals, suggesting a
similar association in humans (Karege et al., 2002).

Altered levels of BDNF are seen in people with neurological and psychiatric
conditions such as Parkinson’s disease (Scalzo et al., 2010), Alzheimer’s disease (Diniz and
Teixeira, 2011; Forlenza et al., 2010; Yasutake et al., 2006), and depression (Diniz et al.,
2010; Laske et al., 2010). Two recent meta-analyses have confirmed a significant association
between low circulating levels of BDNF and the presence of depression in humans (Brunoni
et al., 2008; Sen et al., 2008).

Depression is one of the most common psychiatric disorder in the elderly, with a
chronic course (Alexopoulos, 2005), being responsible for loss of autonomy and aggravation
of pre-existing pathological conditions (Heikkinen and Kauppinen, 2004). Recent studies
have demonstrated a significant reduction in BDNF levels in depressed elderly patients (Bus
et al., 2012; Diniz et al., 2010). Moreover, the reduction of the plasma levels of this
neurotrophin in the elderly was pointed as a biological marker of memory and cognition
deficits in elderly women (Komulainen et al., 2008) and a predictor of mortality risk in frail

elderly (Krabbe et al., 2009).
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Participation in regular exercise promotes neurobiological adaptations with positive
effects on depression (Kerse et al., 2010; Lampinen and Heikkinen, 2003), and memory and
other cognitive functions (Cotman and Berchtold, 2002; Liu-Ambrose and Donaldson, 2009).
While the mechanisms underlying these outcomes remain unclear, it is suggested that BDNF
is somewhat involved in this process since physical exercise can influence the production of
this neurotrophin known to be involved in neurogenesis and brain plasticity (Coelho et al.,
2011; Cotman and Berchtold, 2002; Laske et al., 2010; Pedersen et al., 2009).

Studies have demonstrated an acute elevation of BDNF levels in response to a single
bout of exercise (Ferris et al., 2007; Gustafsson et al., 2009; Zoladz and Pilc, 2010). Rather,
the evidence on the effect of regular intervention on the basal levels of BDNF, which would
feature a chronic effect, is conflicting (Goekint et al., 2010; Levinger et al., 2008; Yarrow et
al., 2010). Besides, the majority of these studies was performed in young, healthy individuals.
We recently demonstrated that a muscle strengthening program promoted an elevation of
BDNF levels in community-dwelling elderly after 10 weeks of intervention (Coelho et al.,
2011). This is the modality of exercise of particular interest in the elderly for its positive
effects on the prevention and treatment of sarcopenia (Kryger and Andersen, 2007). On the
other hand, aerobic exercise stands out for its benefits over cardiovascular risk factors and
metabolic syndrome (Chodzko-Zajko et al., 2009). However, the effects of this type of
intervention on circulating levels of BDNF has not been investigated in the elderly, nor these
different types of modalities have been compared in relation to possible benefits on BDNF
production.

Therefore, the aim of this study was to investigate the effect of two physical exercise
programs, muscle strengthening and aerobic intervention, on the plasma levels of BDNF and

depressive symptoms in elderly women.
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2. Methods

The present study is part of a clinical trial registered on the Brazilian Register of
Clinical Trials (ReBEC: RBR9v9cwf) that aimed to investigate the interaction between
polymorfisms of cytokines and the effect of physical exercise on inflammatory and clinical
parameters in elderly women. The study was approved by the Ethics Committee of
Universidade Federal de Minas Gerais -UFMG (ETIC 038/2010) and all volunteers gave their
written informed consent to participate, according to the principles of the Helsinki Declaration
(1969).

The study protocol and methods have been previously described in detail (Pereira, et
al. 2012 In Press). Community-dwelling older women who were sedentary and aged 65 years
or more were included in the study. The sedentary criterion was established as those elderly
who did not practice any regular physical exercise,

The following exclusion criteria were considered: elderly people with cognitive
impairment detectable by the Mini Mental State Examination (Bertolucci et al., 1994; Folstein
et al.,, 1975), acute phase inflammatory disease, cancer in the past five years, use of
immunomodulatory medications, lower limb amputation or fracture in the past 6 months,
presence of neurological sequelae or disease and participation in alternative physical exercise

programs

Plasma levels of BDNF

A trained professional collected 5 ml of blood from the ulnar vein of the participants in
citrate vacutainers. Blood sample collection was performed between 8 am and 10 am in order
to minimize possible effects of circadian changes. Vacutainers tubes were processed in a
Fanem Centrifuge by centrifugation at 1500 rpm, for 15 minutes. The plasma was removed in

a sterile environment and stored in eppendorf tubes at -80°C.
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Plasma levels analysis was performed by ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay) method with DuoSet ELISA kits (R&D Systems, Minnesota, MN). The detection level
of the method was 5 pg/ml. Blood collection was performed at rest pre (48 hours after the
completion of physical tests) and post intervention (minimum of 72 hours after the last

session of exercise).

Depressive Symptoms

The Geriatric Depression Scale (GDS) was used as a screen for the presence of
depression in participants both at baseline and post intervention (Yesavage et al., 1982). This
scale has been widely used as a screen tool for depressive disorders in older people, with valid
and reliable psychometric measures (Almeida and Almeida, 1999; Yesavage et al., 1982). We
used the translated and adapted Brazilian-Portuguese version of the GDS comprising 15
questions with dichotomous responses, with adopted cut-off-points of 5/6 (non-case/case)

(Almeida and Almeida, 1999).

Other Measurements

Information on sample characteristics in terms of socio-demographic data and
information on the clinical condition of the elderly were obtained using a standardized
questionnaire which was applied by trained researchers.

Anthropometric measurements (Body Mass Index and Waist Circumference) were

also assessed since they are factors that may affect BDNF levels.

Intervention
Participants were divided into two groups: strengthening exercises (SE) and aerobic

exercises (AE) groups. Both protocols lasted 10 weeks, 30 sessions in total performed three
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times a week, under the direct supervision of physical therapists. During this period,
participants were instructed to maintain their usual activities and to refrain from initiating
other physical exercise programs.

Strengthening exercises: The exercises of the SE protocol consisted of a ten minute walk,
followed by stretching the rectus femoris, psoas, hamstrings and triceps surae muscles.
Strengthening exercises were then performed for the following movements: hip flexion,
abduction, adduction and extension; knee flexion and extension; mini-squat. The load,
suitable for each participant, was calculated by the 1 Repetition Maximum (RM) test.
Participants began the exercises at 50% of 1RM, adjusting the load after two weeks (7"
session) to 75% of 1RM. The RM was also recalculated for sessions 13 and 22, with exercises
being performed at 75% of the newly established RM (Lustosa et al., 2010). Blood pressure
and heart rate were monitored at the beginning and at the end of every session.

Aerobic exercises: The AE protocol consisted of a 5- minute warm up routine, 40 minutes of
aerobic exercises, including walking and free weight exercises for both upper and lower
limbs, and a 5-minute cool down period, as recommended by the American College of Sports
Medicine (Chodzko-Zajko et al., 2009). Heart rate was maintained at 60% of age-predicted
maximum heart rate during both warm-up and cool-down periods, and between 65% to 80%
levels during the aerobic activity. Participants were monitored by a heart rate meter in order to

guarantee the proper intervention zone.

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using the Statistical Package for Social Sciences
(SPSS Inc., Chicago, IL), version 17.0, and o level set at .05.

Descriptive statistics, including measures of central tendency (mean and median) and

variability (range and standard deviation), was used to describe sample characterization. The



63

Kolmogorov-Smirnov test was used to verify the normal distribution of data, which were not
normally distributed.

The non-parametric Mann Whitney test was performed to compare baseline data
between AE and SE groups and to verify possible differences at BDNF levels in elderly who
were classified as case/non case in the GDS and in relation to antidepressant medication
intake. Correlation between BDNF and changes in depression symptoms were measured by
the Spearman correlation coefficient.

Subsequently, a 2-way analysis of variance (ANCOVA) was built to investigate the
effect of intervention on plasma level changes of BDNF, scores and case/non case GDS
classification and to identify differences between AE and SE groups. Post-hoc testing was
undertaken with Wilcoxon e Mann Whitney tests. All analyses were adjusted for the co-
variable anti-depression medication intake. Differences between post-intervention and
baseline (delta) values were used in post-hoc analyses to avoid possible differences between

groups at baseline.

Results

The inclusion criteria for this study were met by 451 community-dwelling older
women. 229 participants were allocated to the SE and 222 to the AE groups. Dropout rates
were 21.3% for the SE group and 25% for the AE group. Throughout the trial, 2 participants
were excluded due to cancer diagnosis. Participants who did and who did not finish the
exercise programs were similar for sociodemographic and clinical variables.

Demographic data is shown in table 1. In relation to depressive symptoms, 24% and
19.5% of the participants were considered cases in the SE and AE groups, respectively. The
most frequent co morbidities were hypertension (69%), osteoarthritis (39.6%), diabetes

mellitus (20.5%), with no significant differences between groups (p>0.05). BDNF levels did
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not differ between elderly classified as case/non case according to GDS score for neither SE
(p=0.45) or AE (p=0.93) groups.

There was a significant pre and post intervention difference for the BDNF plasma
levels F (2. 345) = 17.63, p = 0.001 with a significant difference between SE and AE groups
F(2. 345) = 6.85, p = 0.009. Post-hoc analysis revealed a pre-post intervention difference in
BDNF levels only for the SE group (p=0.008) (Figure 1).

A statistically significant difference was found for pre and post intervention GDS
scores in both groups F (2. 345) = 38.18, p = 0.001. Post-hoc analysis revealed a significant
difference in this variable for both SE (p=0.001) and AE (p=0.001) groups. No differences
were found for between groups values post intervention F(2. 345) = 1.76, p = 0.185, showing
that the effects of both exercise protocols were comparable for depressive symptoms. Similar
findings were noted considering the case/no case GDS classification (Table 2).

The antidepressant intake did not influence the results observed in ANOVA for neither
depressive symptoms nor plasma levels of BDNF. No significant difference was found in
BDNF levels between elderly classified as case/non case according to GDS score. There was
no correlation between baseline plasma levels of BDNF and pre or post intervention GDS
scores, and no correlation was found between changes in BDNF levels and reduction in

depressive symptoms in response to exercise in our sample.

Discussion

To the best of our knowledge this is the first study that investigated the effect of two
types of exercise program over BDNF levels in the elderly. The SE protocol significantly
increased the plasma levels of BDNF in our sample. Conversely, no differences were found in
BDNF dosages after the aerobic training. A significant difference between GDS scores and its

case/no case depression classification post intervention was shown, demonstrating positive
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effects of different exercise modalities over depressive symptoms in community-dwelling
elderly women. Our results suggest that the effects of physical exercise on depressive
symptoms were not associated by BDNF action.

Though several studies have explored the effect of exercise on BDNF levels, little is
known about the pattern of BDNF production in response to exercise in the elderly. In the
present study, there was a significant difference in BDNF levels prior and post muscle
strengthening program. This result differs from others that did not find any significant
differences on circulating levels of BDNF in response to this modality of intervention in
young adults (Goekint et al., 2010; Levinger et al., 2008; Yarrow et al., 2010). Recently, we
have demonstrated the positive impact of a muscle endurance program on plasma levels of
BDNF in pre-frail and not frail elderly women who lived in the community. After 10 weeks
of intervention, there was a significant elevation of the plasma levels of BDNF, followed by
an improvement on functional parameters such as muscle strength and mobility (Coelho et al.,
2011).

Regarding the aerobic exercise, we did not find a significant increase in the plasma
levels of BDNF after intervention. The effects of aerobic intervention on BDNF levels are
conflicting in young adults, with some studies demonstrating elevation of its basal levels
(Castellano and White, 2008; Zoladz and Pilc, 2010), while others did not find any change
(Seifert et al., 2010). A study that assessed the acute effect of an aerobic intervention session
on BDNF levels in women over 50 years-old (with and without the diagnosis of depression)
found an increase in this neurotrophin only in depressed women (Laske et al., 2010). In
contrast, no other changes were found for the control group, indicating that BDNF production
in response to this type of exercise could be influenced by age. Erickson et al. studied the
effects of aerobic exercise on hippocampus volume and on BDNF levels in community-

dwelling elderly with no cognitive dysfunction. After 12 months of mild to moderate intensity
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training, an increase on hippocampus volume was noted, but BDNF levels did not change
significantly (Erickson et al., 2011), which corroborates our findings.

Circulating BDNF can be produced by both central and peripheral nervous systems,
and also by non neural tissues, including vascular endothelial cells (Donovan et al., 2000;
Nakahashi et al., 2000) and immune system cells (Kerschensteiner et al., 1999). In vitro
experiments point out that muscle cells when electrically stimulated produce BDNF
(Matthews et al., 2009). However, Matthews et al. have also shown that the kinetics of BDNF
mRNA expression indicated that the acute increase on BDNF levels in response to a single
bout of aerobic exercise session did not have its origin in the muscle (Matthews et al., 2009).
There is an increase in BDNF production in specific areas of the brain during exercise
(Neeper et al., 1996; Rasmussen et al., 2009), with these areas being one of the main sources
of circulating BDNF (Rasmussen et al., 2009). However, these finding must be seen with
caution, since other peripheral sources that produce BDNF during exercise have not been
sufficiently investigated. Moreover, chronic elevation of plasma levels of BDNF due to
regular physical exercise may be partially related to an increase on the production of this
neurotrophin in the muscle, especially if we consider the great volumes of muscle mass
involved in progressive muscle strength intervention. Therefore, the source of the increase on
BDNF levels is uncertain in our study.

Exercise has been shown to be an effective therapeutic option for treating mild to
moderate depression (Carek et al., 2011; Conn, 2010; Mead et al., 2009) and for reducing
depressive symptoms in elderly, even when they do not fulfill the criteria for major depression
(Conn, 2010; Sjosten and Kivela, 2006). Furthermore regular physical exercise plays a
protective role in the incidence of depressive disorders in the elderly (Pasco et al., 2011,
Strawbridge et al., 2002). Our results are in agreement with systematic reviews that indicate

that both muscle strengthening and aerobic exercises have posite effect on depressive
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symptoms (Lawlor and Hopker, 2001; Martinsen, 1994; Mead et al., 2009). Both exercise
regimens promoted the reduction of GDS scores and the number of possible depression cases
post intervention. This is an important result considering the potential risks of antidepressant
intake in this age group.

Different mechanisms may explain the decrease in depressive symptoms as a result of
physical exercise. It is hypothesized that regular physical exercise can influence mental health
by means of psychological factors, since it promotes greater social contact, improves self-
efficacy and self-esteem, acting as a distracter from negative feelings as well (Salmon, 2001).
The effectiveness of exercise on depression is also credited to its impact on neurobiological
mechanisms, although they are not yet fully understood. Changes in monoamine oxidase
metabolism, with increased levels of serotonin in the central nervous system, decrease of
cortisol basal levels (Archer et al., 2011) and also on cytokine levels (Beavers et al., 2010)
may contribute to mediate the action of physical exercise on depression.

The increased production of neurotrophic factors such as BDNF has also been
indicated as one of the potential mechanisms of action of exercise on depression, particularly
because of its effects on neuroplasticity (Cotman and Berchtold, 2002; Diniz et al., 2010). It
has been well established that depressed patients have lower BDNF levels when compared to
controls (Bus et al., 2012; Diniz et al., 2010). Moreover, the intake of antidepressant seems to
increase the levels of BDNF in patients with depression, with associated improvement of their
symptoms (Aydemir et al., 2007; Brunoni et al., 2008; Sen et al., 2008). Genetic studies also
indicate that polymorphisms of BDNF gene are associated with a higher risk of depression in
elderly patients (Taylor et al., 2007).

Our findings have demonstrated a difference in BDNF levels pre and post
intervention, with significant differences only for the SE group. Even though the effects of

both protocols on depressive symptoms were similar, the aerobic intervention did not promote
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any significant change in BDNF levels. Still, in the present study, we did not find a
correlation between BDNF levels and GDS pre or post-intervention. These results suggest
that alterations on BDNF levels did not influence the effect of exercise on depressive
symptoms.

There are a few limitations in this study that must be stressed. The fact that the sample
was consisted exclusively of women restricts generalizing our findings for the elderly
population, limiting the external validity of the present study. GDS is widely used in clinical
settings, being a valid and reliable screening instrument for depression in the older people;
still, it is not the gold standard for diagnosing depression (Paradela et al., 2005). On the other
hand, we can highlight as strength of this study the significant sample of community-dwelling
older women, since previous studies that investigated the effect of exercise on BDNF levels
involved small samples.

The present findings have demonstrated the positive effect of muscle strengthening
and aerobic intervention on depressive symptoms in community-dwelling elderly. However,
BDNF levels did not influence the benefits of exercise on depressive symptoms, as only the
muscle strengthening program promoted a significant elevation in BDNF levels. Currently
available information related to physical exercise effect on BDNF levels in the elderly
suggests a unique pattern of production and release of this neurotrophin when compared to
young adults. Moreover, specific modalities of exercise may act through different
mechanisms on BDNF during the aging process. Future studies should investigate the acute
production of BDNF in response to exercise and which parameters are the most influential for

its production in the elderly, such as intensity, volume and duration of intervention.
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Table 1: Clinic and sociodemographic data for strengthening and aerobic training groups
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Characteristics

SE

AE

p*

Age (year)

Education (year)

Mini mental score

No. of medical conditions
BMI (Kg/m?)

Intake of antidepressants

71,03 £ 4,8 (70)
6,12 + 4,17 (4)
26,03 +2,97 (27)
2,63 +1,57 (2)
29,12 + 4,8 (28,53)

20%

70,33 £ 4,5 (69)
6,71 + 4,42 (5)

25,9 +2,71 (27)
2,65+ 1,70 (2)
28,97 + 4,79 (28,22)

18%

0,123
0,144
0,436
0,775
0,874

0,608

SE = Strengthening Exercises; AE = Aerobic Exercises; BMI = Body mass index

Mann Whitney test, o = 5%
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Table 2: GDS scores and classification pre-post intervention for elderly women in

strengthening exercise and aerobic exercise groups.

GDS scores Depression
Groups Mean + SD Percentage p*

Pre Post Pre Post
SE 3,76°+3,04 291°+256 24% 11,4% P=0,001*
AE 321°+2,71 267°+240 195% 8,2% P=0,001*

SE = Strengthening Exercises; AE = Aerobic Exercises.
2-way ANOVA. Means sharing the same superscript letter are not significantly

different from each other, o. = 5%



Figure 1:

BDNF levels pre and post SE and AE intervention
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Resumo

A atividade fisica regular pode atenuar o processo inflamatério crdnico decorrente do
envelhecimento. No entanto, ndo ha consenso sobre qual a modalidade e pardmetros de
exercicio que seriam os mais adequados para influenciar os mediadores inflamatdrios. O
presente estudo comparou o efeito de dois programas de exercicios fisicos, fortalecimento
muscular e treinamento aerdbico, sobre 0s niveis plasmaticos dos receptores sollveis do TNF-
o, IL-6, IL-10 em idosas da comunidade. Este estudo faz parte de um ensaio clinico
(ReBEC:RBR9v9cwf), onde participaram do 451 idosas. Foram realizados dois programas de
exercicios fisicos: fortalecimento muscular e aerébico, ambos com duragdo de dez semanas,
totalizando trinta sessOes, realizadas trés vezes por semana. O programa de fortalecimento
muscular diminuiu significativamente os niveis de STNFR1 e STNFR2, mas nao das citocinas
IL-6 ou IL-10. N&o foram observadas mudangas significativas nos niveis dos mediadores
inflamatdrios em resposta ao treinamento aerdbico. Mudancgas na composi¢do corporal ou em
fatores psicossociais ndo influenciam o efeito do exercicio sobre os mediadores na amostra
estudada. Nossos achados tém importante implicagdo clinica, uma vez que elevadas
concentragdes de mediadores inflamatdrios tem acdo deletéria sobre a forca muscular e

capacidade funcional de idosos.

Palavras-chave: 1dosos, citocinas, exercicio fisico
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Introducéo

Evidéncias indicam a presenca de um estado inflamatério crnico sublimiar com o
processo de envelhecimento, caracterizado por um aumento de duas a quatro vezes dos niveis
plasméticos de citocinas inflamatérias, como interleucia(lL)-1, fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), IL-6 dentre outras (Franceschi et al., 2000; Grimble, 2003; Krabbe et al., 2004). O
mecanismo subjacente ao aumento na producgdo e na liberacdo dessas citocinas ainda néo é
conhecido, mas diferentes fatores parecem estar relacionados, como a presenca de doencas
cronicas, diminuicdo da producéo de esterdides sexuais, aumento do tecido adiposo (Kiecolt-
Glaser et al., 2003; Krabbe et al., 2004; Zhu et al., 2009). A presenga de estresse psicoldgico e
depressdo também estd associada as alteragdes nas concentragdes de mediadores
inflamatdrios, indicando uma relacdo entre os sistemas imunoldgico e neuroenddcrino
(Bremer et al., 2008; Gouin et al., 2008).

Estudos, transversais e prospectivos, apontam uma associagdo entre as concentragdes
aumentadas de TNF-a e IL-6 e o comprometimento da fun¢do muscular e capacidade
funcional, perda da independéncia e aumento da mortalidade em idosos (Brinkley et al., 2009;
Cesari et al., 2004; Oliveira et al., 2008; Tiainen et al., 2010). O mecanismo pelo qual essas
citocinas contribuem para o declinio funcional em idosos ainda permanece incerto, mas
parece estar relacionado ao seu efeito catabdlico, com a reducdo da massa e for¢a musculares,
e consequente sarcopenia (Brinkley et al., 2009; Roubenoff, 2007).

A atividade fisica regular tem sido inversamente associada as concentragdes de
citocinas inflamatorias. O exercicio fisico regular altera o perfil inflamat6rio no masculo e em
niveis sisttmicos (Beavers et al., 2010; Greiwe et al., 2001; Petersen and Pedersen, 2005).
Durante o exercicio fisico, em consequéncia direta da contracdo muscular, ha producéo de IL-
6, cuja liberacdo é acompanhada pela producgdo das citocinas anti-inflamatdrias, promovendo

a inibicdo sisttmica da acdo do TNF-o e outras citocinas inflamatorias (Petersen and
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Pedersen, 2005). Outro mecanismo pelo qual o exercicio poderia reduzir os mediadores
inflamatorios seria por seu efeito na gordura e peso corporal, uma vez que o tecido adiposo
tem sido apontado como uma importante fonte de produgdo de citocinas, especialmente TNF-
o (Kershaw and Flier, 2004; Mohamed-Ali et al., 1997). Neste contexto, 0 exercicio aerobico
poderia ser mais efetivo para a reducdo dos mediadores inflamatorios por seus efeitos sobre a
gordura corporal quando comparado aos exercicios resistidos (Kohut et al., 2006; Oberbach et
al., 2008).

Embora os beneficios da atividade fisica sobre o processo inflamatdrio crénico
venham sendo pesquisados na populagdo idosa, a maioria dos dados existentes sobre perfil
inflamatGrio em resposta ao treinamento é resultante de protocolos que utilizam a combinagéo
de varias modalidades de exercicio (Kohut et al., 2006; Lambert et al., 2008; Nicklas et al.,
2008). Existem poucos dados sobre a influéncia de cada tipo especifico de exercicio sobre os
mediadores inflamatorios. Além disso, os pardmetros adequados para a prescricdo dos
exercicios fisicos para regulacdo das citocinas em individuos idosos, como intensidade,
freqliéncia e duracdo dos programas de treinamento, ainda ndo foram estabelecidos. Assim, a
proposta do presente estudo foi comparar o efeito de dois tipos de programas de exercicios
fisicos, fortalecimento muscular e treinamento aerébico, sobre os niveis plasmaticos de 1L-6,
IL-10 e dos receptores soluveis do TNF-o em idosas da comunidade, uma vez que estes sao
apontados como marcadores mais confiaveis da atividade do TNF-a (Aderka et al., 1992;

Coelho et al., 2008).

Materiais e métodos:
O presente estudo faz parte de um ensaio clinico, registrado no Registro Brasileiro de

Ensaios Clinicos (ReBEC: RBR9vIcwf), cujo objetivo foi investigar a interacdo entre
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polimorfismos de citocinas e o efeito do exercicio fisico em parametros inflamatdrios e
clinicos em idosas.

O protocolo e métodos do estudo foram descritos em detalhes anteriormente (Pereira,
et al. 2012 In Press). Trata-se de um ensaio clinico com uma amostra de 451 idosas residentes
na comunidade. Foram incluidas mulheres com 65 anos ou mais, residentes na comunidade e
sedentéarias. Foram consideradas sedentérias aquelas que ndo realizaram atividade fisica
regular, trés vezes por semana, por no minimo 40 minutos, nos trés meses anteriores ao
recrutamento. Os critérios de exclusdo foram: idosas com alteragbes cognitivas detectaveis
pelo Mini-exame do Estado Mental (Bertolucci et al., 1994; Folstein et al., 1975), doenga
inflamatéria ou infecciosa em fase aguda; neoplasia nos ultimos 5 anos; uso de drogas
imunossupressoras; amputacdes nos membros inferiores; cirurgias ou fraturas nos membros
inferiores nos Ultimos seis meses; presenca de doencas ou sequelas neuroldgicas; participacdo
em outros programas de atividade fisica.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da UFMG (ETIC 038/2010) e
todas as voluntérias assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido concordando em

participar do estudo, de acordo com os principios da declaracdo de Helsinki (1969).

Niveis plasmaticos de STNFR1, sTNFR2, IL-6 e IL-10

Foram coletados 5 ml de sangue da veia ulnar dos participantes, em vacutainers com
citrato, em ambiente estéril, por profissional qualificado. A coleta do sangue foi realizada
entre 8 e 10h da manhd para minimizar possiveis efeitos de mudancas circadianas. Os tubos
vacutainers foram centrifugados em Centrifuga Fanem, em 1500 rpm, por 15 minutos e o
plasma removido em ambiente estéril e estocado em tubos eppendorfs em freezer a -80°C. A
analise das concentracBes plasmaticas das citocinas foi realizada pelo método de ELISA

(enzyme-linked immunosrbent assay), sendo usado o kit DuoSet ELISA (R&D Systems,
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Minnesota, MN) para os STNFR1 e sSTNFR2 e kits de alta sensibilidade (Quantikine®HS,
R&D Systems Minneapolis) para a IL-6 e IL-10. A coleta de sangue foi realizada em repouso
antes (48 horas apds a realizacdo dos testes fisicos) e apds o programa de treinamento (no
minimo 72 horas ap6s a Ultima sessdo de exercicio). Os limites de detec¢do dos ensaios de

STNFRs, IL-6 e IL-10 foram, respectivamente, 5 pg/ml, 0,15 pg/ml e 0,75 pg/ml.

Outras medidas

Para caracterizacdo da amostra, os dados sdcio-demogréficos e as informacdes
relativas as condicOes clinicas das idosas foram obtidos por meio de um questionario
estruturado, elaborado e aplicado por meio de entrevista, por pesquisadores treinados.

Foram verificadas as medidas antropomeétricas indice de massa corporal IMC (Kg/
m?2), expresso pela relacdo entre a massa corporal em kg e estatura em metros, e a
circunferéncia de cintura (CC), menor curvatura no nivel da cicatriz umbilical (Hans et al.,
1995).

Fatores psicossociais, como niveis de estresse e sintomas depressivos, sdo associados
alteracbes nos niveis de mediadores inflamatdrios (Gouin et al., 2008). A presenca de
sintomas depressivos e niveis de estresse percebido foram avaliados na amostra para verificar
se mudancgas nessas variaveis influenciaram os efeitos do exercicio sobre as citocinas. A
Escala de Depressdo Geriatrica (GDS) foi usada para o rastreamento de transtornos
depressivos no baseline e apds o programa de exercicio fisico (Almeida and Almeida, 1999;
Yesavage et al., 1982). Esta escala tem sido amplamente usada na populagdo geriatrica,
apresentando medidas psicométricas validas e confiaveis. Foi usada a versdo GDS traduzida e
adaptada para a populagédo brasileira, com 15 itens de resposta dicotdmicas (sim/ndo) e

adotados os pontos de corte 5/6 (n&o caso/caso) (Almeida and Almeida, 1999).
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O nivel de estresse foi avaliado pela a Escala Estresse Percebido (Luft et al., 2007).
Esta escala, constituida por 14 itens, avalia trés fatores considerados como componentes
centrais na experiéncia de estresse: o quanto o individuo avalia sua vida como imprevisivel,
incontrolavel e sobrecarregada. O instrumento aborda a experiéncia de estresse de forma
global, independente de agentes ou eventos estressores especificos, o que confere uma
caracteristica multicultural a escala. Foi utilizada a versdo validada para a populagéo idosa

brasileira (consisténcia interna, r=0,82) e validade de constructo (Luft et al., 2007).

Intervencéo

As idosas foram divididas em dois grupos: GF - programa de exercicio de
fortalecimento muscular e GA - programa de treinamento aerdbico. Ambos os protocolos
apresentaram uma duracdo de dez semanas, totalizando trinta sessdes, realizadas trés vezes
por semana, sob supervisdo direta de fisioterapeutas. Durante o periodo de treinamento as
voluntarias foram orientadas a manter suas atividades habituais e ndo iniciar outros programas
de exercicio fisico.
Treinamento de Forca Muscular: A sessdo de exercicios foi composta por dez minutos
iniciais de caminhada, seguidos por alongamentos para os musculos: reto femoral e psoas,
isquiossurais e triceps sural. Foram entdo realizados os exercicios de fortalecimento muscular:
flexdo, abducdo, aducdo e extensdo de quadril, flexdo e extensdo de joelhos e mini-
agachamento. A carga, individualizada a cada participante, foi definida por meio do célculo
de uma resisténcia maxima (RM). As participantes iniciaram os exercicios com 50% da RM;
apds duas semanas (72 sessdo) a carga foi reajustada para 75% da RM inicial. Na 132 e 222
sessfes a RM foi recalculada, sendo os exercicios realizados com 75% dessa nova RM
(Lustosa et al., 2010). Medidas de pressdo arterial e freqiiéncia cardiaca foram realizadas no

inicio e ao final de cada sessdo de exercicios.
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Treinamento aerdbico: O protocolo de exercicios aerdbicos consistiu de cinco minutos de
aquecimento (warm up), 40 minutos de atividade aerdbica, que incluiu caminhada e
exercicios livres de membros superiores e inferiores, e cinco minutos de recuperacdo (cool
down) como preconizado pelo American College of Sports Medicine (Chodzko-Zajko et al.,
2009). No periodo de aquecimento e recuperacdo a frequéncia cardiaca foi mantida em até
60% da frequéncia cardiaca maxima prevista para a idade (FCméx) e durante a atividade
aerdbica foi mantida entre 65% a 80% da freqiéncia cardiaca mé&xima. Para garantir a
manutencdo da FC na faixa de treinamento adequada, as participantes foram monitoradas por
meio de aparelhos cardio-frequencimetros. Medidas de pressdo arterial e frequéncia cardiaca

foram realizadas no inicio e ao final de cada sessdo de exercicios.

Forca Muscular e Capacidade Aerébica

Considerando a especificidade de treinamento, para avaliar a resposta aos programas
de exercicio foram definidas como variavel desfecho para o GF a for¢a muscular de membros
inferiores, avaliada pelo dinamdmetro isocinético (Drouin et al., 2004; Perrin, 1993) e para o
GA a distancia percorrida no Teste de Caminhada de Seis Minutos (TC6M) (Enright, 2003;
Solway et al., 2001).

A forga muscular de extensores e flexores de joelho do membro dominante foi
mensurada pelo dinamémetro isocinético Biodex System 3 Pro® (Biodex Medical Systems Inc.,
Shirley, NY, USA), que permite a obtencdo de medidas objetivas, confidveis e validas dos
pardmetros fisico da funcdo muscular humana, caracterizando o meétodo mais acurado
disponivel para medidas de desempenho muscular (Drouin et al., 2004; Perrin, 1993). Foram
obtidas, por meio de contra¢des concéntricas, as varidveis trabalho normalizado pela massa
corporal (%) na velocidade angular de 60°%s, com cinco repeti¢des, e poténcia na velocidade

angular de 180°s, com 15 repeti¢es. Todos os cuidados e agOes do protocolo de avaliagéo
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sugerido pelo fabricante, como posicionamento da voluntéria, calibragdo, correcdo pela
gravidade, familiarizacdo e incentivo verbal vigoroso foram observados (Perrin, 1993).

O TC6M ¢é um teste submédximo de endurance, que tem como objetivo avaliar a
capacidade aerdbica para a pratica de esportes e outras atividades e também avaliar programas
terapéuticos e de reabilitagéo. Esse teste tem boa correlagdo com o VO, (consumo de oxigénio
maximo), é facilmente aplicado, além de refletir atividades rotineiras (Enright, 2003; Solway

et al., 2001).

Anélise Estatistica

As analises estatisticas foram processadas no programa Statistical Package for
Social Sciences, versdo 17.0.1. (SPSS Inc., Chicago, IL). Um alpha igual a 5% foi
considerado para significancia estatistica de todas as analises.

Estatistica descritiva, utilizando medidas de tendéncia central (média e mediana) e de
variabilidade (amplitude e desvio padréo), foi realizada para a caracterizagdo da amostra. A
normalidade dos dados foi verificada por meio do teste Kolmogorov-Smirnov, os quais ndo
apresentaram distribuicdo normal. As comparagdes entre os grupos GF e GA no baseline
foram realizadas pelo teste ndo paramétrico Mann Whitney.

A analise de variancia 2 X 2 (ANOVA two-way) foi usada para investigar as o efeito
do treinamento nas mudancas nos niveis plasmaticos das citocinas decorrentes do treinamento
e identificar interacOes intervencdo x treinamento. A mudanca no IMC e CC pré e pos
intervencdo foram incluidas nas andlises como co-varidveis para verificar se alteragdes na
composicdo corporal contribuiram para os efeitos do exercicio sobre os mediadores
inflamatorios. Foram usados como post hoc os testes de Wilcoxon e Mann Whitney. A
diferenca entre os valores pds-intervengdo e baseline (delta) foi usado nas anélises post hoc

para evitar a influéncia de possiveis diferencas existentes entre 0s grupos no baseline.
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Analise de regressdo linear (stepwise) foi proposta para investigar o potencial efeito
mediador dos fatores psicoldgicos nas mudancas induzidas pelo exercicio nas citocinas. Essas
analises foram usadas apenas para as varidveis inflamatorias e psicoldgicas que apresentaram
mudanca significativa com o treinamento.

As mudancas na forca muscular e distancia percorrida no TC6M ap6s o treinamento

foram verificadas pelo teste t pareado, nos grupos GF e GA, repectivamente.

Resultados

Cumpriram os critérios de inclusdo do estudo 451 idosas residentes na comunidade,
sendo 229 idosas alocadas para 0 GF e 222 para 0 GA, sendo a taxa de perda de 21,3% para o
GF e 25% para 0 GA. Durante a realizacdo do estudo, duas idosas foram excluidas do GA
devido ao diagnostico de cancer.

A caracterizacdo da amostra é apresentada na tabela 1. As comorbidades mais
freqlientes foram hipertenséo arterial sistémica (69%), osteoartrite (39,6%), diabetes mellitus
(20,5%), ndo existindo diferencgas significativas entre os grupos (p>0,05).

Em relacdo aos niveis plasméticos de STNFR-1 houve uma diferenca significativa pré
e pos treinamento F(2, 345) = 4,58, p = 0,033, assim como entre 0s grupos GF e GA F(2, 345)
= 7,46, p = 0,007. A analise post hoc identificou diferenca nos niveis de STNFR1 antes e apos
0 treinamento apenas para o GF (p=0,001), mas ndo para o GA (p=0,499). Resultados
semelhantes foram observados para o STNFR-2 (Tabela 2).

Apos as 10 semanas de treinamento, seja para o programa de fortalecimento muscular
ou aerdbico, ndo foi observada mudanga significativa nos niveis de IL-6 (F(2, 345) = 0,96, p =
0,326), ndo sendo observada diferenca significativa nas concentragdes dessa citocina entre os
grupos (F(2, 345) = 1,87, p = 0,172). Quanto a IL-10, foram verificados resultados

semelhantes. Ndo houve diferenga significativa pré e pos treinamento nas concentrages de
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IL-10, tanto para o grupo GF quanto para o GA (F(2, 345) = 3,62, p = 0,058). Néo foi
observada diferenca nas suas dosagens da IL-10 entre os grupos de exercicio (F(2, 345) =
0,038, p = 0,845).

Houve uma diferenga significativa no IMC F(2, 345) = 22,91, p =0,001 antes e apés
0 programa de exercicio para o GF (p=0,035) e 0 GA (p=0,001), ndo sendo encontrada
diferenca significativa entre os grupos (p=0,068). Entretanto, a inclusdo dessa variavel na
analise de varidncia ndo alterou a significAncia estatistica para nenhuma das citocinas
analisadas. N&o foram observadas alteracbes significativas nas medidas de CC com o
treinamento, seja para o GF ou GA.

Houve uma diferenca significativa antes e apds o treinamento para os escores na GDS
F(2, 345) = 38,18, p = 0,001 e a escala EEP F(2, 345) = 18,45, p=0,001, para ambos o0s
grupos, demonstrado um efeito benéfico do exercicio sobre essas variaveis. Porém néo foi
observada diferenca significativa entre os programas de exercicio, demonstrando semelhanca
dos efeitos dos protocolos de exercicios sobre os sintomas depressivos F(2, 345) = 1,76, p =
0,185 e estresse percebido F(2, 345) = 0,046, p =0,830.

Apenas alteragbes no estresse percebido apresentaram correlagdo significativa e
inversa com a redugéo observada nas concentragdes do STNFR1 no grupo GF. Contudo, no
modelo de regressdo essa variavel explicou apenas 2,9% (p=0,024) da variabilidade do
STNFR1 ap6s o treinamento. Esses resultados demonstram que a diminuicdo das
concentracdes do STNFR1 possivelmente ndo foi mediada por melhora de fatores estressantes.
Néo foi observada correlacdo entre as mudancas nos niveis de STNFR2 e as alteraces nos
escores da GDS (p=0,878) ou da EEP e (p=0,613).

Foi observado um aumento significativo nas varidveis trabalho normalizado pela
massa corporal na velocidade angular de 60%s, poténcia na velocidade angular de 180°%s apds

0 treinamento de fortalecimento muscular, tanto para extensores quanto para flexores de
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joelho (p=0,001) (Figura 1). Resultados positivos foram encontrados em relacdo ao

treinamento aerdbico, com aumento da distancia percorrida no TC6M (p=0,001) Figura 2.

Discusséo

Dez semanas de treinamento de fortalecimento muscular de intensidade moderada,
para membros inferiores, diminuiu significativamente as concentraces plasmaticas dos
receptores sollveis do TNF-o. Embora tenha ocorrido melhora significativa nos sintomas
depressivos, no estresse percebido e alteragdes positivas na composigdo corporal, esses fatores
ndo influenciaram as mudancas nos niveis dos mediadores inflamatorios observadas em
resposta ao treinamento de fortalecimento muscular. Mudangas significativas nos niveis das
citocinas ndo foram observadas em resposta ao treinamento aerdbico, apesar da melhora
significativa da capacidade aerdbica das idosas.

Em relacdo ao efeito do exercicio de fortalecimento muscular, resultados semelhantes
foram encontrados por outros estudos que verificaram um efeito anti-inflamatério desse tipo
de exercicio na populagdo idosa (Greiwe et al., 2001; Kohut et al., 2006; Phillips et al., 2010).
Por exemplo, Greiwe et al. (2001) verificaram uma diminui¢do significativa de 34% na
producdo de TNF-a e 46% RNAm de TNF-a no mdsculo de idosas frageis (media de idade
de 82 anos) apds 12 semanas de fortalecimento muscular, além de um aumento de 83% na
taxa de sintese de proteina muscular ap6s o treinamento. Em concordancia com esses
resultados, em estudo de Phillips et al.(2010), em idosas higidas da comunidade (média de
idade de 71,1 + 6,2 anos), foi demonstrada uma diminuicdo significativa nos niveis
plasméaticos de TNF-a, ap6s 10 semanas de um programa de fortalecimento muscular global
de moderada a alta intensidade (70 a 80% de 1RM).

Niveis aumentados de TNF-a estdo relacionados a sarcopenia, ao aumento de

incapacidade e mortalidade em individuos idosos (Reid and Li, 2001; Tiainen et al., 2010;
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Visser et al., 2002). O TNF-a. é considerado um mediador “precoce” do processo inflamatdrio
por iniciar e coordenar a resposta de fase aguda e induzir uma segunda onda de citocinas da
cascata inflamatéria, como IL-6, IL-8 (Makhatadze, 1998). Estimula também a producgdo de
receptores soltveis (STNFR), que agem como seus inibidores naturais, regulando sua funcéo
bioldgica. Estudos demonstraram que por serem moléculas mais estiveis na circulagdo, os
receptores sollveis constituem marcadores mais confiaveis da atividade do TNF-a e, portanto,
da resposta inflamatéria (Aderka et al., 1992; Coelho et al., 2008). No presente estudo, a
diminuicdo das concentragdes de STNFR1 e sTNFR2, ap6s o treinamento de fortalecimento
muscular, sugere uma acgdo positiva do exercicio de fortalecimento sobre o processo
inflamatério crénico em idosos, contribuindo para a melhora da forca muscular. Além disso,
foi observado um aumento significativo nas variaveis trabalho normalizado pela massa
corporal (velocidade angular de 60%s) e poténcia (velocidade angular de 180°%s) apds o
treinamento de fortalecimento muscular, tanto para extensores quanto para flexores de joelho,
demonstrando a efetividade do programa proposto.

Ao mensurarmos os niveis de IL-6 ndo foram detectadas alteracfes significativas em
suas concentracbes apds o treinamento de forca muscular. Evidéncias consistentes
demonstram um aumento nas concentragdes plasmaticas de IL-6 em resposta a contracdo
muscular, durante e logo apds o exercicio (Petersen and Pedersen, 2005; Steensberg et al.,
2000). A IL-6 produzida pelo musculo pode atuar no metabolismo corporal, estimulando a
lipdlise, oxidacdo lipidica e disponibilidade de glicose no musculo, além de promover a
liberacdo de citocinas com propriedades anti-inflamatdrias (Pedersen et al., 2001). Phillips et
al.(2010) investigaram o efeito de 10 semanas de exercicio de fortalecimento sobre as
citocinas TNF-a, IL-6 e IL-1B. Em relacdo aos efeitos cronicos do exercicio sobre as
concentragdes plasmaticas em repouso, foi demonstrada uma reducéo significativa nos niveis

plasméticos de TNF-a, mas ndo de IL-6, 0 que corrobora nosso trabalho. No entanto, esses
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autores ao avaliarem a producgdo de IL-6 em resposta a uma Unica sessdo de exercicio, foi
observado, antes do periodo de treinamento, um aumento de 75% dos niveis plasmaticos
dessa citocina imediatamente ap6s o exercicio (Phillips et al., 2010). Apds a realizagdo do
programa de fortalecimento muscular, houve um aumento de apenas 34%, sugerindo
potenciais adaptacBes ao treinamento, com diminuicdo do processo inflamatdrio, apesar de
nao terem sido observadas mudangas significativas nas dosagens de I1L-6 em repouso (Phillips
et al., 2010). Em estudo de outro grupo ndo foi encontrada diferenca na producdo de IL-6
induzida pelo exercicio apds 6 semanas de treinamento de forca muscular em idosos
(Bautmans et al., 2005). No presente estudo, as concentracfes dos mediadores inflamat6rios
em resposta aguda aos programas de exercicio ndo foi avaliada.

Na amostra estudada, ndo foram observadas alteracbes dos niveis dos mediadores
inflamatGrios em resposta ao treinamento aerébico. Nossos resultados se contrapdem aos
achados de Kohut et al. (2006). Esses autores, ao investigarem o efeito do exercicio aerébico
e de um programa combinando exercicios de fortalecimento, flexibilidade e equilibrio sobre
as dosagens de TNF-a, IL-6, IL-8 e PCR, constataram que apds 10 meses de treinamento,
houve uma reducdo significativa de todos os mediadores avaliados no grupo aerdbico,
enquanto no outro grupo de exercicio houve reducdo apenas dos niveis de TNF-a.

Os achados conflitantes entre os dois estudos podem ser explicados pelas diferengas na
duracéo e na intensidade do treinamento. Os participantes no estudo de Kohut et al.(2006)
foram submetidas a um treinamento por 10 meses, comparado a 10 semanas no presente
estudo, que pode ndo ter sido suficiente para promover mudangas significativas nas
concentragdes das citocinas, apesar da melhora significativa da capacidade aerébica. Outro
aspecto relevante a ser destacado é a intensidade do treinamento. No presente estudo, o
programa de fortalecimento foi especifico para aumento da forga muscular de membros

inferiores, utilizando carga individualizada e progressiva a cada participante, durante todo o
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treinamento. Ja em estudo de Kohut et al.(2006), o programa foi composto por exercicios
resistidos, de flexibilidade e equilibrio, sem a progressdo de carga. Dessa forma, o protocolo
usado por esses autores foi consideravelmente menos vigoroso em relacdo aquele usado em
nosso estudo. Além disso, € importante considerarmos diferengas entre as amostras estudadas.
Embora similares em relacdo a idade e pardmetros clinicos, como comorbidades, IMC,
sintomas depressivos, as participantes estudo de Kohut et al.(2006) apresentaram niveis mais
elevados de IL-6 (> 4,5 pg/ml) no baseline, quando comparados aqueles observados no
presente estudo (2,16 pg/ml), o que também pode contribuir para as divergéncias observadas
nos resultados em relag&o ao efeito do exercicio sobre a IL-6.

Quanto aos efeitos do treinamento de forca muscular e aerébico, € importante
considerarmos também os mecanismos pelos quais cada tipo de exercicio atua sobre a
producéo de citocinas. De acordo com Petersen et al. (2005), durante o exercicio fisico, o
aumento dos niveis de IL-6 esta relacionado ndo apenas a intensidade e duragdo da atividade
muscular, mas também a massa muscular recrutada. Nesse aspecto, o exercicio de
fortalecimento, com carga progressiva pode, ndo s recrutar maiores volumes de massa
muscular, como também promover a hipertrofia muscular (Kryger and Andersen, 2007),
gerando conseqliente diminui¢do do processo inflamatdrio cronico, em menores periodos de
tempo.

A IL-10 é essencial para o controle e resolu¢do do processo inflamatério (Moore,
2001), tendo efeito supressor de citocinas pro-inflamatorias, incluindo TNF-o e IL-6. Estudos
sugerem que a IL-10 apresenta-se elevada em idosos saudaveis (Jankord and Jemiolo, 2004;
Uyemura et al., 2002), mas declinam em idosos frageis (Uyemura et al., 2002). A pratica
regular de atividade fisica parece exercer efeitos favoraveis sobre as dosagens dessa citocina.
Idosos fisicamente ativos (atividades aerdbicas 5 vezes/semana) apresentaram niveis mais

elevados de IL-10 e menores de IL-6 quando comparados a idosos pouco ativos (Jankord and
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Jemiolo, 2004). No entanto, o impacto do exercicio fisico sobre a producéo de IL-10 tem sido
pouco investigado, especialmente em idosos. Na amostra pesquisada, ndo foram verificadas
alteracOes significativas nas concentracdes de IL-10 ap6s o treinamento de forca muscular ou
aerdbico. Em linha com o nosso estudo, Bautmans et al.(2005), ao avaliarem o efeito de um
programa de exercicios resistidos de 6 semanas em idosos comunitéarios (média de idade 68,4
+ 5,4 anos), ndo verificaram alteracdes significativas nos niveis circulantes de IL-10 apés o
treinamento. Mais uma vez, o periodo de duracdo do treinamento deve ser considerado para a
obtencéo de adaptacdes significativas das citocinas em resposta ao exercicio.

O tecido adiposo € uma das principais fontes de TNF-o e IL-6 (Kershaw and Flier,
2004; Makhatadze, 1998; Mohamed-Ali et al., 1997), sendo demonstrada uma associacdo
entre medidas antropométricas e niveis de TNF-a, IL-6, além de outras adipocinas (Colbert et
al., 2004; Nicklas et al., 2005; Perry et al., 2008). No presente estudo, ap6s o treinamento,
houve uma diminuicdo significativa do IMC para ambos os grupos, enquanto para CC ndo
foram observadas mudangas significativas. A mudanga no IMC ndo influenciou o efeito do
treinamento sobre os mediadores, indicando que na amostra estudada, as alteragdes na
composicdo corporal possivelmente ndo contribuiram para as mudangas observadas na
diminuicdo do processo inflamatorio, confirmando achados de estudos anteriores (Kohut et
al., 2006; Oberbach et al., 2008).

Fatores psicossocias como estresse (Gouin et al.,, 2008; Sjogren et al., 2006) e
depressao (Bremmer et al., 2008; Penninx et al., 2003), sdo associados a elevados niveis de
mediadores inflamatdrios. Uma vez que ha agdo benéfica da atividade fisica sobre tais fatores,
a mudanca nos niveis das citocinas em resposta ao exercicio pode, em parte, ser relacionada a
alteracOes nessas variaveis. No presente estudo, foi observada melhora significativa tanto nos
sintomas depressivos, quanto no nivel de estresse percebido das idosas de ambos o0s grupos de

treinamento. Todavia, nossos resultados indicaram que alteracbes nesses fatores psicoldgicos
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ndo influenciaram o efeito do exercicio sobre os niveis de STNFR1 ou STNFR2. Esses
achados estdo em concordancia com estudo de Kohut et al.(2006) que verificaram que
sintomas depressivos, estresse, percepgdo de suporte social e senso de coeréncia ndo
influenciaram a acéo do exercicio fisico sobre a producéo de marcadores inflamatérios (Kohut
et al., 2006). Na amostra estudada ndo houve correlagdo entre sintomas depressivos e 0s
niveis de STNFR1 e STNFR2.

Algumas limitacOes desse estudo devem ser consideradas. O fato de a amostra ser
constituida apenas de mulheres restringe a generalizacdo dos resultados para a populacéo
idosa, limitando a validade externa. Além disso, fatores que podem afetar a producdo de
mediadores inflamatorios, como dieta e doencas subclinicas ndo foram controlados. A
producdo das citocinas em resposta aguda ao exercicio ndo foi avaliada, limitando as
interpretacdes sobre o comportamento na liberagdo de citocinas no idoso. Porém, outras
caracteristicas do estudo destacam a relevancia dos resultados observados, como a
amostragem significativa e a aplicagdo de protocolos de tipos especificos de exercicios. A
maioria dos estudos prévios envolve amostras reduzidas e utilizam programas de intervencdo
com a combinagdo de diferentes tipos de exercicio, o que impede distinguir qual tipo de
exercicio apresenta maior beneficio sobre o processo inflamatério cronico.

Os resultados do presente estudo demonstraram que o exercicio de fortalecimento
muscular de moderada intensidade, trés vezes por semana, promoveu a redugdo dos niveis de
STNFR1 e sTNFR2, ap6s um periodo de treinamento de 10 semanas, contribuindo para a
reducdo do processo inflamatério crénico em idosas. Entretanto, mudancas nos niveis das
citocinas ndo foram observadas no grupo de treinamento aerdbico. Mudangas na composicéo
corporal, assim como em fatores psicossociais ndo influenciaram o efeito do exercicio sobre
os mediadores inflamatdrios na amostra estudada. Nossos achados tém importante implicacéo

clinica, uma vez que elevadas concentracdes de mediadores inflamatorios tem agdo deletéria



98

sobre a forca muscular e capacidade funcional de idosos. Futuros estudos devem ser
realizados no intuito de determinar qual o periodo minimo para obtencdo de resultados

benéficos do exercicio fisico sobre os mediadores inflamatorios na populacéo idosa.
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Tabela 1: Caracteristicas socio-demograficas e clinicas das idosas avaliadas para 0s grupos

de exercicio de fortalecimento muscular e aerébico, no periodo pré-treinamento.

GF
Variaveis Valor de p
Média DP Média DP
Idade (anos) 71,03 4,8 70,33 4,5 0,123
Escolaridade (anos) 6,12 4,17 6,71 4,42 0,144
MEEM 26,03 2,97 25,9 2,71 0,436
N° de Comorbidades 2,63 1,57 2,65 1,70 0,775
N° de Medicamentos 3,2 2,03 3,1 2,04 0,473
GDS (escores) 3,76 3,04 3,21 2,71 0,332
EEP (escores) 20,84 9,84 19,05 9,91 0,057
IMC (Kg/m?) 29,12 48 28,97 4,79 0,874

GF = Grupo de Fortalecimento Muscular; GA = Grupo de Treinamento Aer6bico; MEEM =

Mini-Exame do Estado Mental; GDS = Escala de Depressdo Geriatrica; EEP = Escala de

Estresse Percebido; IMC = indice de Massa Corporal.

Teste Mann Whitney, o = 0,05
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Tabela 2: Comparagéo dos niveis das citocinas antes e apos os programas de exercicio fisico,

fortalecimento muscular e aerébico, em idosas da comunidade.

Pré-Treinamento P&s-Treinamento
Variaveis  Grupos Valor p
Média SD Média SD
STNFR1 GF 1194,272 4991 1105,15% 434
p =0,007*
GA 1082,20 35,14 1093,03 38,39
STNFR2 GF 3425,64° 126,49 3194,05° 109,44
P=0,015*
GA 2979,64 76,57 3049,50 84,13
IL6 GF 1,23 0,14 1,18 0,13
p=0,172
GA 2,39 0,27 2,68 0,28
IL10 GF 3,97 0,95 2,68 0,30
p=0,845
GA 6,61 0,84 5,55 0,75

GF = Grupo de Fortalecimento Muscular; GA = Grupo de Treinamento Aerdbico Teste
Anova 2x2. Médias que compartilham sobrescritos iguais sdo significativamente diferentes, o

=5%.
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Figura 1: Desempenho muscular, avaliado pelas varidveis trabalho/massa corporal
(velocidade de 60°%seg) e poténcia (velocidade de 180%seg), antes e ap0Os exercicio de

fortalecimento muscular.
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Resumo

Introducdo: Elevados niveis de mediadores inflamatorios sdo preditores do declinio da
funcdo muscular e capacidade funcional na populagéo idosa. O exercicio fisico é apontado
uma estratégia efetiva para aumento da forca e massa muscular, promovendo também na
melhora da funcionalidade de idosos. Métodos: O objetivo do presente estudo foi comparar o
efeito de dois programas de exercicios fisicos, fortalecimento muscular e treinamento
aerdbico, sobre a capacidade funcional (CF) e investigar o efeito dos niveis plasméticos dos
receptores soluveis de TNF-a, IL-6 e IL-10 sobre as mudangas na funcionalidade apds a
intervencdo. Este estudo faz parte de um ensaio clinico (ReBEC:RBR9v9cwf), onde
participaram do 451 idosas comunitarias. A CF foi avaliada por meio dos testes Timed Up and
Go (TUG), velocidade de marcha usual de 10 metros (TC10M) e teste de sentar e levantar da
cadeira (TSL). Os niveis plasméticos de STNFR1, sTNFR2, IL-6, IL-10 foram mensurados
pelo método de ELISA. Resultados: Ambos os programas de exercicio fisico promoveram
aumento significativo do desempenho das idosas nos testes TUG, VM10M e TSL. Os niveis
plasméticos dos mediadores inflamatdrios no baseline ndo influenciaram os ganhos
observados na CF, independentemente do tipo de exercicio realizado. Embora tenha ocorrido
reducdo dos niveis de sSTNFR1 e sTNFR2 em resposta ao programa de fortalecimento
muscular, essa alteracdo ndo influenciou o desempenho das idosas nos testes funcionais.
Conclusdo: Os programas de exercicio de fortalecimento muscular e aerdbico foram efetivos
para a melhora da CF, no entanto, os niveis dos mediadores inflamatorios ndo influenciaram o

efeito do exercicio fisico sobre pardmetros funcionais em idosas fisicamente independentes.

Palavras-chave: capacidade funcional, idosos, citocinas, exercicio
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Introducéo

O processo de envelhecimento € acompanhado por um desequilibrio na produgéo e
liberacdo de citocinas inflamatorias, com um aumento de duas a quatro vezes nos niveis
plasméticos de mediadores inflamatdrios, tais como interleucia (IL)-1, fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), IL-6, receptores soluveis do TNF-a, caracterizando um processo
inflamatorio crénico subclinico, denominado por alguns autores de “inflammaging”(1;2).
Estudos transversais e prospectivos demonstraram que elevados niveis de fator de necrose
tumoral alpha (TNF-a) e seus receptores sollveis, interleucina(lL)-6 e proteina C reativa
(PCR) sédo preditores da reducéo da massa e for¢ca muscular(3;4), mobilidade(5;6), capacidade
de realizar atividades de vida diéria e aumento da incidéncia de incapacidades e mortalidade
na populagdo idosa(7;8).

O TNF-a é um é um mediador “precoce” do processo inflamatério responsavel por
iniciar e coordenar a resposta de fase aguda e induzir a produgdo de uma segunda onda de
citocinas da resposta inflamatdria(9). Esta citocina estimula a producédo de IL-6, a qual
apresenta efeitos inibitorios na produgdo do TNF-o e estimula a expressdo e liberacdo de
mediadores com acdo anti-inflamatoria, como a IL-10, IL-1ra, dentre outros(9). Os receptores
soltveis de TNF-a s80 mais estiveis na circulagdo comparados & propria citocina, de modo
que STNFR1 e sTNFR2 constituem marcadores mais confidveis da inflamacdo cronica em
relacdo ao TNF-0(10;11). A andlise de mais de um marcador inflamatério pode fornecer
informagBes mais consistentes da influéncia da inflamacdo cronica subclinica sobre
pardmetros clinicos e funcionais no idoso.

Com o objetivo de diminuir ou reverter o declinio da funcdo muscular, o exercicio
fisico tem sido apontado como uma das estratégias mais efetivas, atuando também na melhora
da capacidade funcional dos idosos(12;13). Além disso, evidéncias consistentes indicam que

o0 exercicio fisico regular altera o perfil inflamatério em adultos e idosos(14-16). Assim, a
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proposta do presente estudo foi comparar o efeito de dois tipos de programas de exercicios
fisicos, fortalecimento muscular e treinamento aerdbico, sobre a capacidade funcional de
idosas da comunidade, e investigar o potencial efeito dos niveis plasméticos dos receptores

soltveis de TNF-a, IL-6 e IL-10 sobre as mudancas na funcionalidade apds a intervengéo.

Métodos

O presente estudo faz parte de um ensaio clinico, registrado no Registro Brasileiro de
Ensaios Clinicos (ReBEC: RBR9vIcwf), cujo objetivo foi investigar a interacdo entre
polimorfismos de citocinas e o efeito do exercicio fisico em parametros inflamatérios e
clinicos em idosas. O protocolo e métodos do estudo foram descritos em detalhes
anteriormente (Pereira, et al. 2012 In Press).

Trata-se de um ensaio clinico com uma amostra de 451 idosas residentes na
comunidade. Foram incluidas mulheres com 65 anos ou mais, residentes na comunidade e
sedentéarias. Foram consideradas sedentérias aquelas que ndo realizaram atividade fisica
regular, trés vezes por semana, por no minimo 40 minutos, nos trés meses anteriores ao
recrutamento. Os critérios de exclusdo foram: idosas com alteracbes cognitivas detectaveis
pelo Mini-exame do Estado Mental(17;18), doenca inflamatdria ou infecciosa em fase aguda;
neoplasia nos Gltimos 5 anos; uso de drogas imunossupressoras; amputacdes nos membros
inferiores; cirurgias ou fraturas nos membros inferiores nos Gltimos seis meses; presenca de
doencas ou sequelas neuroldgicas; participagdo em outros programas de atividade fisica.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da UFMG (ETIC 038/2010) e
todas as voluntérias assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido concordando em

participar do estudo, de acordo com os principios da declaracdo de Helsinki (1969).
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Capacidade Funcional

A capacidade funcional foi avaliada por meio dos testes Timed Up and Go (TUG)(19),
velocidade de marcha usual de 10 metros (VM10M)(20) e teste de sentar e levantar por cinco
vezes(21). No TUG foi mensurado o tempo para o individuo realizar a tarefa de levantar-se a
partir da posicdo sentada em uma cadeira padronizada (47 cm de altura do assento, sem
bracos) deambular trés metros, girar 180°, retornar e sentar-se novamente na cadeira. O teste
apresenta alta confiabilidade intra e inter observadores (ICC = 0,99; ICC =0,99)(19).

Para avaliar a velocidade da marcha (VM10M), as participantes foram orientadas a
deambular com a velocidade de marcha usual (auto-selecionada), um percurso de 10
metros(20). Um comando verbal foi dado para o inicio do procedimento e registrado o tempo
gasto para completar os seis metros centrais do percurso, identificados lateralmente por
marcas de fita. Para evitar viés de aceleracdo e desaceleracdo, os dois metros iniciais e finais
do percurso foram desconsiderados. O VM10M tem demonstrando boa confiabilidade intra e
inter observadores (ICC=0,78 e ICC=0,93)(20).

O teste de sentar e levantar da cadeira (TSL) mensura o tempo necessario para o
individuo completar a tarefa de passar da posi¢do sentada para de pé, por cinco vezes, na
maior velocidade possivel, sem usar os membros superiores(21). Foi usada uma cadeira
padronizada, com 47 cm de altura do assento, sem bragos. Os escores apresentam boa

confiabilidade teste/reteste (ICC=0,89)(21).

Niveis plasmaticos de STNFR1, sTNFR2, IL-6 e IL-10

A coleta de sangue foi realizada em repouso antes (48 horas apés a realizacdo dos testes
fisicos) e apds o programa de treinamento (no minimo 72 horas apo6s a Ultima sessdo de
exercicio). Foram coletados cinco ml de sangue periférico das participantes, em vacutainers

com citrato, por profissional qualificado. A coleta do sangue foi realizada entre 8 e 10h da
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manha para minimizar possiveis efeitos de mudancas circadianas. Os tubos vacutainers foram
centrifugados em Centrifuga Fanem, em 1500 rpm, por 15 minutos e o plasma removido em
ambiente estéril e estocado em tubos eppendorfs em freezer a -80°C. A andlise das
concentragdes plasmaéticas das citocinas foi realizada pelo método de ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay), por meio do kit DuoSet ELISA (R&D Systems, Minnesota, MN) para
0s STNFR1 e sTNFR2 e kits de alta sensibilidade (Quantikine®HS, R&D Systems
Minneapolis) para a IL-6 e IL-10, segundo as instrucdes do fabricante. As leituras das
amostras foram realizadas por um leitor de microplacas ajustado para 490nm e corre¢do do
comprimento de onda a 650nm. Os limites inferiores de deteccéo dos ensaios de STNFRs, IL-

6 e IL-10 foram, respectivamente, 5 pg/ml, 0,15 pg/ml e 0,75 pg/ml.

Outras Medidas

Para caracterizacdo da amostra, os dados sdcio-demogréficos e as informacdes
relativas as condicOes clinicas das idosas foram obtidos por meio de um questionario
estruturado, elaborado e aplicado por meio de entrevista, por pesquisadores treinados. Foram
verificadas as medidas antropométricas indice de massa corporal IMC (Kg/ m?), expresso pela
relagdo entre a massa corporal em kg e estatura em metros.

Sintomas depressivos sdo associados alteragbes nos niveis de mediadores
inflamatorios e podem interferir no processo de avaliagdo da funcdo fisica de idosos(22). A
Escala de Depressdo Geridtrica (GDS-15) foi usada para o rastreamento de transtornos
depressivos no baseline e ap6s o programa de exercicio fisico(23;24). Foram adotados 0s

pontos de corte 5/6 (ndo caso/caso)(24).
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Intervencéo

As idosas foram divididas em dois grupos: GF - programa de exercicio de
fortalecimento muscular e GA - programa de exercicio aerébico. Ambos os protocolos
apresentaram uma duracdo de dez semanas, totalizando trinta sessdes, realizadas trés vezes
por semana, sob supervisdo direta de fisioterapeutas. Durante o periodo de treinamento as
voluntarias foram orientadas a manter suas atividades habituais e ndo iniciar outros programas
de exercicio fisico.
Treinamento de Forca Muscular: A sessdo de exercicios foi composta por dez minutos
iniciais de caminhada, seguidos por alongamentos para os musculos: reto femoral e psoas,
isquiossurais e triceps sural. Foram entdo realizados os exercicios de fortalecimento muscular:
flexdo, abducdo, aducdo e extensdo de quadril, flexdo e extensdo de joelhos e mini-
agachamento. A carga, individualizada a cada participante, foi definida por meio do célculo
de uma resisténcia méxima (RM). As participantes iniciaram os exercicios com 50% da RM;
apds duas semanas (72 sessdo) a carga foi reajustada para 75% da RM inicial. Na 132 e 222
sessdes a RM foi recalculada, sendo os exercicios realizados com 75% dessa nova RM(25).
Medidas de pressdo arterial e freqiéncia cardiaca foram realizadas no inicio e ao final de cada
sessdo de exercicios.
Treinamento aerdbico: O protocolo de exercicios aerdbicos consistiu de cinco minutos de
aquecimento (warm up), 40 minutos de atividade aerdbica, que incluiu caminhada e
exercicios livres de membros superiores e inferiores, e cinco minutos de recuperagdo (cool
down) como preconizado pelo American College of Sports Medicine (2009) (26). No periodo
de aquecimento e recuperagdo a frequéncia cardiaca foi mantida em até 60% da freqliéncia
cardiaca maxima prevista para a idade (FCméax) e durante a atividade aerdbica foi mantida
entre 65% a 80% da frequéncia cardiaca maxima. Para garantir a manutencdo da FC na faixa

de treinamento adequada, as participantes foram monitoradas por meio de aparelhos cardio-
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frequencimetros. Medidas de pressdo arterial e frequéncia cardiaca foram realizadas no inicio

e ao final de cada sessdo de exercicios.

Anélise Estatistica

Estatistica descritiva, utilizando medidas de tendéncia central (média e mediana) e de
variabilidade (amplitude e desvio padréo), foi realizada para a caracterizagdo da amostra. A
normalidade dos dados foi verificada por meio do teste Kolmogorov-Smirnov.

As comparacdes entre os grupos GF e GA no baseline foram realizadas pelo teste ndo
paramétrico Mann Whitney. As correlagdes entre as variaveis funcionais e niveis dos
mediadores inflamatérios foram verificadas por meio do coeficiente de correlagdo de
Spearman.

A anélise de variancia 2 X 2 (ANOVA two-way) foi usada para investigar o efeito do
treinamento sobre a capacidade funcional e parametros inflamatérios e identificar diferencas
entre os programas de treinamento. Foram usados como post hoc os testes de Wilcoxon e
Mann Whitney. A diferenca entre os valores pés-intervencéo e baseline (deltas) foi usado nas
analises post hoc para evitar a influéncia de possiveis diferencas existentes entre 0s grupos no
baseline. Um alpha igual a 5% foi considerado para significancia estatistica.

Analise de regressdo linear foi realizada para investigar o potencial efeito dos niveis
dos mediadores inflamatorios sobre as mudancas na capacidade funcional. Foi usado o
metodo stepwise, que utiliza das correlagBes parciais entre as varidveis para definicdo do
modelo final.

As andlises estatisticas foram processadas no programa Statistical Package for Social
Sciences, versdo 17.0.1. (SPSS Inc., Chicago, IL). Um alpha igual a 5% foi considerado para

significancia estatistica de todas as analises.
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Resultados

Participaram do estudo 451 idosas residentes na comunidade, sendo 229 idosas
alocadas para o GF e 222 para o GA, sendo a taxa de perda de 21,3% para 0 GF e 25% para o
GA. Durante a realizacdo do estudo, duas idosas foram excluidas do GA devido ao
diagndstico de cancer.

As caracteristicas clinico-demograficas e os parametros inflamatorios no baseline séo
apresentados na Tabela 1. Em relagdo as variaveis no baseline, foi observada uma correlacéo
inversa e fraca do STNFR1 e o desempenho no TUG (rs= -0,097; p= 0,041) e uma correlagdo
inversa e fraca da IL-6 e velocidade de marcha (rs= -0,103; p= 0,029). Nenhuma outra
correlacdo foi verificada para as demais variaveis (p > 0,05).

Houve diferenga estatisticamente significativa no desempenho do TUG (F = 149,8,p =
0,001); TSL (F = 151,7, p =0,001); e VM10 (F =63,7, p=0,001) antes e ap6s o programa de
exercicio (Figura 1). A andlise post hoc identificou diferenca significativa pré e pds-
treinamento no desempenho de todos os testes funcionais tanto para o GF quanto para o GA
(p=0,001). N&o foi verificada diferenga significativa entre os grupos GF e GA apds o
treinamento para o TUG (F = 2,56, p = 0,111) e TSL (F = 2,88, p = 0,09) indicando
comparabilidade dos efeitos dos programas de exercicios sobre a funcionalidade avaliada por
estes testes. Para a velocidade de marcha foi observada diferenca significativa entre os grupos
(F = 594, p = 0,015), sendo que o GA apresentou maior percentual de melhora no
desempenho no teste de marcha (p=0,037) (Grafico 1).

O programa de fortalecimento muscular resultou em uma diminuicéo significativa nos
niveis dos receptores soltveis do TNF-a (F = 4,58, p = 0,033), mas ndo das citocinas IL-6 6
(F=0,96, p=0,326) ou IL-10 (F = 1,87, p = 0,172). Mudangas significativas nos niveis dos
mediadores inflamat6rios ndo foram observadas em resposta ao treinamento aerdbico

(p>0,05).
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A influéncia dos niveis plasméticos dos mediadores inflamatdrios sobre as mudancas
na capacidade funcional ap6s o treinamento foi avaliada para verificar se o processo de
inflamagéo cronico no idoso poderia limitar o efeito do treinamento. Foram realizados
modelos de regressédo (stepwise) para cada uma das varidveis, tendo os niveis dos mediadores
inflamatorios antes da intervencdo como varidveis independentes. As analises foram ajustadas
para as variaveis: idade, IMC e GDS. Para as medidas de capacidade funcional, nenhum dos
modelos foi significativo (p>0,05), demonstrando que os receptores soliveis do TNF-a e as
citocinas IL-6 e I1L-10 ndo afetaram os ganhos observados na capacidade funcional ap6s as 10
semanas de treinamento, independentemente do tipo de exercicio realizado.

Como apenas o programa de fortalecimento muscular apresentou alteracdes nos niveis
dos receptores soluveis do TNF-a, modelos de regressdo (stepwise) foram realizados para
investigar se as mudancas nesses pardmetros inflamatdrios afetaram a capacidade funcional
apds a intervencdo. As diferengas entre os valores pés-intervencdo e baseline (delta) do
STNFR1 e sSTNFR2 foram usadas como variaveis independentes. A diminui¢do dos niveis dos
receptores sollveis do TNF-a ndo afetou o desempenho nos testes funcionais do GF, sendo

que nenhum dos modelos de regresséo foi significativo (p>0,05).

Discusséo

No presente estudo, ambos os programas de exercicio fisico promoveram aumento
significativo na capacidade funcional, avaliada por meio dos testes Timed Up and Go,
velocidade de marcha usual e teste de sentar e levantar da cadeira, demonstrando efeitos
benéficos tanto do exercicio de fortalecimento muscular quanto do treinamento aerdébico sobre
a funcionalidade em idosas da comunidade. Os niveis plasmaticos de STNFR1, sSTNFR2, IL-6
e IL-10 no baseline ndo influenciaram os ganhos observados na capacidade funcional,

independentemente do tipo de exercicio realizado. Embora tenha ocorrido reducéo dos niveis
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dos receptores sollveis do TNF-a em resposta ao programa de fortalecimento muscular, essa
alteragdo n&o influenciou o desempenho das idosas nos testes funcionais.

O declinio da fungdo fisica € comum no envelhecimento, estando relacionada & perda
da independéncia, maior risco de institucionalizacdo e mortalidade(27). A diminuicdo da
massa e da forga muscular é apontada como um dos principais fatores envolvidos no
desenvolvimento de limitagBes funcionais(28). Nesse sentido, evidéncias demonstraram que o
exercicio fisico é uma das medidas preventivas mais efetivas para alteracfes na forga
muscular e capacidade funcional no envelhecimento(12;13;29).

Ambos os programas de exercicio fisico aumentaram a capacidade funcional das
idosas, avaliada pelos testes TUG, TSL e VM10, corroborando achados de outros
estudos(12;30;31). Interessantemente, ndo houve diferenca significativa no desempenho dos
testes TUG e TSL entre as idosas submetidas a diferentes modalidades de exercicio,
fortalecimento muscular e aerébico, indicando uma similaridade dos efeitos dos protocolos de
exercicios sobre a funcionalidade das idosas. Em relagdo ao TSL, seria esperado que idosas
do GF apresentassem melhor desempenho quando comparadas aquelas do GA, uma vez que a
literatura aponta este teste como uma medida que reflete a forca muscular de membros
inferiores. J& para a VM10M, idosas do GA apresentaram melhor desempenho quando
comparadas ao GF. Esse resultado pode ser explicado pelo fato de que o programa de
intervengdo aerdbica incluiu, além de exercicios livres de membros superiores e inferiores, a
realizacdo de caminhada.

AlteragOes na capacidade funcional com a idade estéo relacionadas, em parte, com a
perda da forca muscular em idosos(28;32). Evidéncias indicaram que, tanto o exercicio de
fortalecimento muscular(13;31) quanto o treinamento aerdbico(29;33;34) podem diminuir o
declinio na massa e for¢ca muscular com a idade, melhorando a fungdo muscular e

conseqlientemente a funcionalidade. Além dos beneficios sobre a capacidade aerdbica, o
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treinamento aerdbico estimula a sintese protéica muscular, alterando o metabolismo protéico
com um aumento da area de seccdo transversal das fibras musculares em idosos(33;35).
Harber et al., verificaram um aumento no tamanho do musculo, avaliado por ressonancia
magnética, e melhora da fungdo muscular ap6s 12 semanas de treinamento aerdbico
progressivo em idosos higidos(29). Entretanto, apesar dos beneficios dessa modalidade de
exercicio, poucos estudos avaliaram o efeito especifico do exercicio aerébico sobre medidas
de capacidade funcional no idoso. As investigacdes utilizam programas de intervengéo com a
combinacdo de diferentes tipos de exercicio além do aerdbico, como forca muscular,
equilibrio e flexibilidade, dificultando a comparacdo dos resultados encontrados no presente
estudo.

Em relagdo ao exercicio de fortalecimento, estudos demonstraram resultados positivos
do aumento da forga muscular sobre as limitagcbes funcionais na populagdo idosa. Em
concordancia com o presente estudo, Kalapotharakos et al. verificaram que o exercicio de
forca muscular de moderada intensidade melhorou o desempenho nos testes de TSL e
velocidade de marcha(30). Em reviséo sistemética, o exercicio de fortalecimento progressivo
apresentou um efeito benéfico, moderado a grande, para o desempenho no teste TSL e
moderado sobre a velocidade da marcha(13). Contrapondo nossos resultados, nesta revisao o
desempenho no TUG néo foi influenciado por esta modalidade de treinamento, o que pode
estar relacionado a diferengcas nos protocolos dos estudos analisados. Recentemente,
demonstramos que um protocolo de resisténcia muscular melhorou significativamente a
funcionalidade de idosas pré-frageis, avaliado por meio dos testes TUG e velocidade de
marcha de 10 metros(36).

O aumento dos niveis de mediadores inflamatérios com a idade € apontado como um
dos possiveis mecanismos relacionados ao declinio funcional no idoso. Essa associacdo pode

ser explicada pela agéo catabdlica das citocinas, estando relacionada & diminuicdo da massa e
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forca muscular(6;32;37). O TNF-a pode comprometer a fungdo muscular diretamente ao
estimular a perda de proteina nas células musculares(38) e também ao induzir alteragBes na
proteina muscular independente da perda protéica, resultando na diminuigdo da produgéo de
forga(39). Schaap et al. (2009) investigaram a relacdo entre mediadores inflamatérios e a
massa e for¢ca muscular em uma amostra de 2177 idosos, por um periodo de 5 anos. Altos
niveis de TNF-a, STNFR1, sTNFR2 e IL-6 foram associados com a reducdo da massa
muscular, enquanto apenas o TNF-o e seus receptores sollveis foram associados a
diminuicdo da forca muscular de quadriceps e preensdo manual(3). Pennix et al.(2004)
verificaram que altos indices de IL-6, TNF-a, e proteina C reativa foram preditores
independentes de limitagbes na deambulagéo e na tarefa de subir escadas em uma coorte de
idosos sem alteracdes funcionais, apds um periodo de 30 meses(5).

Com o objetivo de verificar se a inflamagéo crénica no idoso poderia limitar o efeito
do exercicio fisico, investigamos a influéncia dos mediadores inflamatérios sobre a
capacidade funcional apds a intervencéo. Os niveis plasméticos de STNFR1, sTNFR2, IL-6 e
IL-10 no baseline ndo influenciaram os ganhos observados na capacidade funcional das
idosas, independentemente da modalidade de exercicio realizado. Embora o programa de
fortalecimento muscular tenha reduzido os niveis dos receptores soliveis do TNF-a, essa
alteracdo ndo influenciou o desempenho das idosas nos testes funcionais. Esses resultados
podem ser explicados pelas caracteristicas da amostra estudada.

As idosas do presente estudo apresentaram boa condicdo de salde, com poucas
comorbidades, baixo percentual de sintomas depressivos e, embora sedentérias, bons niveis de
independéncia funcional. Todos esses fatores contribuem para os baixos niveis de mediadores
inflamatorios detectados no baseline, possivelmente ndo constituindo alteragdes suficientes
para influenciar o desempenho nos testes funcionais. Em relacéo a IL-6, diferentes limiares

tém sido identificados para a agéo desta citocina sobre a for¢a muscular e funcionalidade na
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populagdo idosa. Em uma coorte de 627 mulheres idosas, com incapacidades, Ferrucci et al.
verificaram que aquelas com niveis plasméticos de IL-6 acima de 3,1 pg/ml apresentaram
maior reducdo na forca muscular dos extensores de joelhos e também na capacidade de
realizar atividades de vida diaria(32). No presente estudo, os niveis plasmaticos de IL-6 se
apresentaram abaixo desse limiar. Valores limitrofes para o inicio de altera¢fes funcionais em
idosos ndo foram relatados na literatura para os receptores do TNF-a.

Apesar da relevancia dos resultados encontrados no presente estudo, 0os mesmos
devem ser interpretados com cautela. A amostra constituida por idosas fisicamente
independentes, limita a generalizagdo dos resultados para a populagdo idosa. ldosos
funcionalmente dependentes ou fragilizados exibem um perfil inflamatério caracterizado por
niveis de citocinas mais elevados e podem responder de forma diferenciada ao exercicio
fisico. Porém, outras caracteristicas destacam a relevancia do estudo, como a amostragem
significativa e a aplicacdo de testes padronizados e especificos para a populacdo idosa,
permitindo a integracdo de pardmetros clinicos e funcionais.

O presente estudo demonstrou que os programas de exercicio de fortalecimento
muscular e aerdbico constituiram intervencOes efetivas para a melhora da capacidade
funcional em idosas da comunidade. Uma reducdo significativa dos niveis dos receptores
sollveis do TNF-a em resposta ao programa de fortalecimento muscular foi verificada.
Entretanto, os niveis plasmaticos de STNFR1, sTNFR2, IL-6 e IL-10, seja no baseline ou apds
a intervencdo, ndo influenciaram o efeito do exercicio fisico sobre pardmetros funcionais em

idosas fisicamente independentes.
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Tabela 1: Caracteristicas clinico-demograficas e pardmetros inflamatorios das idosas
avaliadas para os grupos de exercicio de fortalecimento muscular e aerébico, no periodo preé-

treinamento.

GF GA
Variaveis

Média DP Média DP
Idade (anos) 71,03 4,8 70,33 4,5
N° de Comorbidades 2,63 1,57 2,65 1,70
GDS (escores) 3,76 3,04 3,21 2,71
IMC (Kg/m?) 29,12 48 28,97 4,79
STNFR1 (pg/ml) 1194,27 49,91 1082,20 35,14
STNFR2 (pg/ml) 3425,64 126,49 2979,64 76,57
IL6 (pg/mil) 1,23 0,14 2,39 0,27
IL10 (pg/ml) 3,97 0,95 6,61 0,84

GF = Grupo de Fortalecimento Muscular; GA = Grupo de Treinamento Aerdbico; GDS =
Escala de Depressao Geriatrica; IMC = indice de Massa Corporal; IL-6 = interleucina-6; IL-

10 = Interleucina-10.
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Figura 1: Desempenho no Timed Up and Go, antes e ap0s 0s programas de exercicio de

fortalecimento muscular e aerébico
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Figura 2: Desempenho no teste de sentar e levantar da cadeira, antes e apds os programas de

exercicio de fortalecimento muscular e aerébico
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Figura 3: Desempenho na marcha usual, antes e apds os programas de exercicio de

fortalecimento muscular e aerébico
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Resumo

Niveis elevados de mediadores inflamatdrios sdo associados a reducdo da capacidade
funcional e da funcdo muscular em idosos. Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs)
podem afetar a transcricdo génica e a sintese dessas moléculas, afetando a intensidade da
resposta inflamatdria e a suscetibilidade do individuo a determinadas doencas. O exercicio
fisico pode atenuar a inflamacéo cronica relacionada ao envelhecimento, além de melhorar a
capacidade funcional (CF). O presente estudo avaliou a interacdo entre os SNPs rs1800629 do
TNF-a rs1800795 da IL6 e rs1800896 da IL10 e o efeito do exercicio fisico sobre a CF e
pardmetros inflamatérios em idosas da comunidade. Houve uma interacdo significativa entre
0 SNP rs1800629 do TNF-a e o efeito do exercicio sobre a mobilidadade e interacdo
significativa entre a combinacdo dos genotipos dos trés SNPs nas mudangas da CF em
resposta ao exercicio. Os SNPs analisados ndo influenciaram o efeito do exercicio sobre os
pardmetros inflamatorios. Idosas com uma combinacdo de gendtipos relacionada a um perfil
anti-inflamatorio (baixa producdo de TNF-a e IL-6 e alta producdo de IL-10) apresentaram
melhor mobilidade, independente da modalidade de exercicio realizada evidenciando a
influéncia interativa de fatores genéticos e ambientais na melhora da funcionalidade em

idosas.

Palavras-chave:idosos, exercicio, polimorfismos, citocinas
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Introducéo

O aumento da idade esta associado a uma atividade inflamatéria crénica, sublimiar,
caracterizada pelo aumento sistémico, de duas a quatro vezes, dos niveis plasméticos de
mediadores inflamatorios, como interleucina (IL)-1, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
IL-6, dentre outros (Grimble, 2003;Krabbe et al., 2004). O desequilibrio na producdo e
liberacdo dessas citocinas tem sido relacionado ao aparecimento ou agravamento de condigdes
cronicas relacionadas a idade e aumento da mortalidade em idosos (Cesari et al., 2004;
Gallucci et al., 2007; Krabbe et al., 2004). Niveis elevados de citocinas ainda se encontram
associados a reducdo da capacidade funcional e da funcdo muscular (Brinkley et al., 2009;
Oliveira et al., 2008; Schaap et al., 2006).

Diferencas na expressdo de mediadores inflamatorios entre individuos podem ocorrer
como resultado de variagbes genéticas funcionais na regido promotora do gene dessas
moléculas (Bidwell et al., 1999; Maat et al., 2004), sendo as mais comuns os single nucleotide
polymorphisms (SNPs). SNPs podem afetar a transcricdo génica e a sintese das citocinas
(Bidwell et al., 1999;Maat et al., 2004), afetando a intensidade da resposta inflamatéria e a
suscetibilidade do individuo a determinadas doencgas (Lio et al., 2003; Maat et al., 2004;
Stephens et al., 2007).

Os polimorfismos -308G/A do gene TNF-a (rs1800629), -174 G/C IL6 (rs1800795) e
-1082G/A 1L10 (rs1800896) tém sido associados ao desenvolvimento de doengas relacionadas
a idade, como Doenga de Alzheimer (Vural et al., 2009), diabetes tipo 2 (Stephens et al.,
2007), doencas cardiovasculares (Maat et al., 2004), bem como a longevidade (Christiansen et
al., 2004; Khabour and Barnawi, 2010; Lio et al., 2003). Interessantemente, esses
polimorfismos podem presdispor a um perfil pré ou anti inflamatério de citocinas. Assim, a
presenca do alelo A no locus -308 TNF-a e a homozigose para o alelo G no locus -174 G/C

IL6 sdo associados a maiores niveis plasmaticos de TNF-a (Karimi et al., 2009) e IL-6
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(Olivieri et al., 2002; Pereira et al., 2011), respectivamente. A presenca do alelo A para o
polimorfismo -1082G/A 1L10 é relacionada a uma menor producdo desse mediador (Huizinga
et al., 2000; Turner et al., 1997).

A atividade fisica regular pode reduzir os niveis de citocinas inflamatérias, atenuando
0 processo inflamatério cronico relacionado ao envelhecimento e doencas cronicas (Beavers
et al., 2010; Petersen and Pedersen, 2005). Além disso, o exercicio fisico tem sido apontado
como uma das estratégias mais efetivas para a melhora da capacidade funcional em idosos
(Gu and Conn, 2008; Latham et al., 2004), assim como a diminui¢do dos niveis plasmaticos
de mediadores inflamatérios (Kohut et al., 2006; Nicklas et al., 2008; Phillips et al., 2010).
Nesse contexto, 0s genes envolvidos na regulagdo do processo inflamatorio crénico podem
contribuir ndo apenas para a variacdo individual na producéo das citocinas, mas também na
resposta dessas variaveis ao exercicio fisico.

As citocinas agem em uma rede complexa e coordenada, na qual suas fun¢es podem
ser modificadas, substituidas ou moduladas por outras (Bidwell et al., 1999). Dessa forma, a
investigacdo do polimorfismo de uma unica citocina, sem considerar sua interacdo com
gendtipos de outras citocinas, pode conduzir a interpretacdes equivocadas, uma vez que a
acdo combinada dos mesmos pode resultar em efeitos diferenciados.

Uma vez que variagdes genéticas podem influenciar a produgdo das citocinas,
hipotetizamos que os polimorfismos de genes envolvidos na modulagdo do processo
inflamat6rio podem interagir com o efeito do exercicio fisico sobre os pardmetros
inflamatérios e fisicos em individuos idosos. Assim, este ensaio clinico, registrado no
Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos (ReBEC: RBR9v9cwf), teve como objetivo investigar
a interagdo entre 0s polimorfismos -308 do gene TNF-a (rs1800629), -174 IL6 (rs1800795), e
-1082 da IL10 (rs1800896) e o efeito do exercicio fisico em pardmetros inflamatorios e fisicos

em mulheres idosas.
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Métodos

O protocolo e os métodos do estudo foram descritos em detalhes anteriormente
(Pereira, et al. 2012 In Press). Foram incluidas 451 mulheres com 65 anos ou mais,
residentes na comunidade e sedentérias. Foram consideradas sedentarias aquelas que ndo
realizaram atividade fisica regular, trés vezes por semana, por no minimo 40 minutos, nos trés
meses anteriores ao recrutamento. Os critérios de exclusdo foram: idosas com alteracdes
cognitivas detectaveis pelo Mini-exame do Estado Mental (Bertolucci et al., 1994; Folstein et
al., 1975) doenca inflamatdria ou infecciosa em fase aguda; neoplasia nos ultimos cinco anos;
uso de drogas imunossupressoras; amputagdes nos membros inferiores; cirurgias ou fraturas
nos membros inferiores nos ultimos seis meses; presenca de doencas ou sequelas
neuroldgicas; participacdo em outros programas de atividade fisica.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da UFMG (ETIC 038/2010) e
todas as voluntérias assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido concordando em

participar do estudo, de acordo com os principios da declaracdo de Helsinki (1969).

Niveis plasmaticos de STNFR1, sSTNFR2, IL-6 e IL-10

Foram coletados cinco ml de sangue periférico dos participantes, em vacutainers com
citrato, por profissional qualificado. A coleta do sangue foi realizada entre 8 e 10h da manhéa
para minimizar possiveis efeitos de mudancas circadianas. Os tubos vacutainers foram
centrifugados em Centrifuga Fanem, em 1500 rpm, por 15 minutos e o plasma removido em
ambiente estéril e estocado em tubos eppendorfs em freezer a -80°C. A andlise das
concentragdes plasmaéticas das citocinas foi realizada pelo método de ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay), por meio do kit DuoSet ELISA (R&D Systems, Minnesota, MN) para
0s STNFR1 e sTNFR2 e kits de alta sensibilidade (Quantikine®HS, R&D Systems

Minneapolis) para a IL-6 e IL-10, segundo as instruc¢des do fabricante. A coleta de sangue foi
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realizada em repouso antes (48 horas apés a realizacdo dos testes fisicos) e apds o programa
de treinamento (no minimo 72 horas apds a Ultima sesséo de exercicio). Os limites inferiores
de deteccdo dos ensaios de STNFRs, IL-6 e IL-10 foram, respectivamente, 5 pg/ml, 0,15

pg/ml e 0,75 pg/ml.

Capacidade Funcional

A capacidade funcional foi avaliada por meio dos testes Timed Up and Go (TUG)
(Podsiadlo and Richardson, 1991) e velocidade de marcha de 10 metros (VM10M)
(VanSwearingen and Brach, 2001). No TUG foi mensurado o tempo para o individuo realizar
a tarefa de levantar-se a partir da posigdo sentada em uma cadeira padronizada (47 cm de
altura do assento, sem bracos) deambular trés metros, girar 180° retornar e sentar-se
novamente na cadeira. O teste apresenta alta confiabilidade intra e inter observadores (ICC =
0,99; ICC =0,99) (Bohannon, 2006).

Para avaliar a velocidade da marcha, as participantes foram orientadas a deambular
com a velocidade de marcha usual (auto-selecionada), um percurso de 10 metros. Um
comando verbal foi dado para o inicio do procedimento e registrado o tempo para 0s seis
metros centrais, identificados lateralmente por marcas de fita, para evitar viés de aceleracéo e
desaceleracdo dos dois metros iniciais e finais do percurso. O 10MWT tem demonstrando boa
confiabilidade intra e inter observadores (ICC=0,78 e ICC=0,93) (VanSwearingen and Brach,

2001).

Outras Medidas
Para caracterizacdo da amostra, os dados sdcio-demogréficos e as informacoes
relativas as condicOes clinicas das idosas foram obtidos por meio de um questionario

estruturado, elaborado e aplicado por meio de entrevista, por pesquisadores treinados. Foram
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verificadas as medidas antropométricas indice de massa corporal IMC (Kg/ m?), expresso pela
relagdo entre a massa corporal em kg e estatura em metros (Hans et al., 1995).

Fatores psicossociais, como niveis de estresse e sintomas depressivos, sdo associados
alteracGes nos niveis de mediadores inflamatorios (Gouin et al., 2008; Sjogren et al., 2006). O
nivel de estresse foi avaliado pela a Escala Estresse Percebido (Luft et al., 2007). Foi utilizada
a versdo validada para a populacdo idosa brasileira (consisténcia interna, r=0,82) e validade
de constructo (Luft et al., 2007). A Escala de Depresséo Geriatrica (GDS-15) foi usada para o
rastreamento de transtornos depressivos no baseline e apds o programa de exercicio fisico
(Almeida and Almeida, 1999;Yesavage et al., 1982) Foram adotados os pontos de corte 5/6

(n&o caso/caso) (Almeida and Almeida, 1999).

Genotipagem

Para a genotipagem foram coletados cinco ml de sangue periférico dos participantes,
em vacutainers com EDTA, por profissional qualificado. O sangue foi removido em ambiente
estéril e estocado em freezer a -80°C. O DNA gendmico foi extraido a partir de 500 pl de
sangue periférico utilizando o protocolo de extragdo por Fenol-Cloroformio. A qualidade e
integridade do DNA foram avaliadas por espectrofotometria em equipamento Nanodrop
(Thermo Scientific - GE), com leitura da absorbancia nos comprimentos de ondas Azso € Azso.
As amostras foram estocadas em freezer a -20°C até a anélise.

A genotipagem dos single nucleotide polymorphisms (SNPs) dos foi realizada
utilizando-se ensaios validados TagMan genotyping assay (Applied Biosystems, Inc, Foster
City, CA, USA) para os genes TNF (rs1800629; assay IDs: C__ 7514879 10) e IL-10
(rs1800896; assay IDs: C__ 1747360_10). Para o SNP do gene IL-6 (rs1800795) foi
padronizado um ensaio utilizando 0s seguintes primers: Forward

(GAGGACCTAAGCTGCACTTTTC) e Reverse
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(GGGCTGATTGGAAACCTTATTAAGATTG); e  sondas: sonda A  (VIC-
CCTTTAGCATCGCAAGAC-MGB-NFQ) e sonda B (FAM-CTTTAGCATGGCAAGAC-
MGB-NFQ).

A amplificagdo e genotipagem do DNA foram realizadas em placas de 384 pocos, em
equipamento GeneAmp PCR system 9700HT (Applied Biosystems, Inc, Foster City, CA, USA
). O protocolo foi otimizado utilizando 0.25 pl TagMan SNP Genotyping Assay (20X), 2.5 pl
Master Mix (2X) e 15 ng de DNA diluido em 2.25 pl de H,O livre de DNAse, totalizando um
volume de 5 pl. Em cada ensaio foi incluido pelo menos dois controles negativos e pelo
menos um controle positivo. A discriminagdo e plotagem dos genotipos foram realizadas pelo

TagMan® Genotyper Software (Applied Biosystems).

Intervencéo

As idosas foram alocadas em dois grupos: GF - programa de exercicio de
fortalecimento muscular e GA - programa de treinamento aerdbico. Ambos os protocolos
apresentaram uma duracdo de dez semanas, totalizando trinta sessdes, realizadas trés vezes
por semana, sob supervisdo direta de fisioterapeutas. Durante o periodo de treinamento as
voluntarias foram orientadas a manter suas atividades habituais e ndo iniciar outros programas
de exercicio fisico.
Treinamento de Forca Muscular: A sessdo de exercicios foi composta por dez minutos
iniciais de caminhada, seguidos por alongamentos para os musculos: reto femoral e psoas,
isquiossurais e triceps sural. Foram entdo realizados os exercicios de fortalecimento muscular:
flexdo, abducdo, aducdo e extensdo de quadril, flexdo e extensdo de joelhos e mini-
agachamento. A carga, individualizada a cada participante, foi definida por meio do célculo
de uma resisténcia méxima (RM). As participantes iniciaram os exercicios com 50% da RM;

apds duas semanas (72 sessdo) a carga foi reajustada para 75% da RM inicial. Na 132 e 222
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sessdes a RM foi recalculada, sendo os exercicios realizados com 75% dessa nova RM
(Lustosa et al., 2010). Medidas de presséo arterial e freqiiéncia cardiaca foram realizadas no
inicio e ao final de cada sessdo de exercicios.

Treinamento aerdbico: O protocolo de exercicios aerdbicos consistiu de cinco minutos de
aquecimento (warm up), 40 minutos de atividade aerdbica, que incluiu caminhada e
exercicios livres de membros superiores e inferiores, e cinco minutos de recuperagdo (cool
down) como preconizado pelo American College of Sports Medicine (Chodzko-Zajko et al.,
2009). No periodo de aquecimento e recuperacéo a frequéncia cardiaca foi mantida em até
60% da frequéncia cardiaca maxima prevista para a idade (FCméx) e durante a atividade
aerdbica foi mantida entre 65% a 80% da frequéncia cardiaca mé&xima. Para garantir a
manutencdo da FC na faixa de treinamento adequada, as participantes foram monitoradas por
meio de aparelhos cardio-frequencimetros. Medidas de pressdo arterial e frequéncia cardiaca

foram realizadas no inicio e ao final de cada sessdo de exercicios.

Analise Estatistica

Andlise estatistica descritiva, utilizando medidas de tendéncia central (média e
mediana) e de variabilidade (amplitude e desvio padrdo), foi realizada para a caracterizagéo
da amostra. A normalidade da distribuicdo dos dados foi verificada pelo teste Kolmogorov-
Smirnov. A violacdo do equilibrio de Hardy-Weinberg foi testada por meio do Teste Qui-

Quadrado, para cada SNP.

ANOVA two-way foi usada para investigar o efeito do exercicio sobre os niveis
plasméticos das citocinas e verificar diferencas entre os programas de treinamento. Foram
usados como post hoc os testes de Wilcoxon e Mann Whitney.

Para as analises, os genotipos foram agrupados de acordo com as variantes alélicas

relacionadas a modulagdo das dosagens plasmaticas dos mediadores inflamatorios, ou seja,
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alta versus baixa produgdo das citocinas: IL6 (rs1800795): GG versus CC+GC; TNF-a
(rs1800629): AA+AG versus GG e IL10 (rs1800896): GG versus AA+AG.

A interacdo entre os polimorfismos e o efeito do exercicio sobre os pardmetros
inflamatorios e a capacidade funcional, avaliada pelos testes TUG e velocidade de marcha, foi
investigada por meio de analise de covariancia (ANCOVA). A diferenca entre os valores pos-
intervencdo e baseline (deltas) dos pardmetros inflamatdrios e funcionais foi considerada
como varidvel dependente, enquanto os polimorfismos e a intervencdo constituiram as
varigveis independentes (fatores fixos). As analises foram ajustadas para as variaveis IMC,
nivel de estresse e sintomas depressivos. Correcdo de Bonferroni foi usada para ajuste do
nivel de significAncia devido as multiplas comparac6es. Foi considerado um alpha igual a 5%
para significancia estatistica. As analises estatisticas foram processadas no programa

Statistical Package for Social Sciences (SPSS), versdo 17.0.

Resultados

Cumpriram os critérios de inclusdo do estudo 451 idosas residentes na comunidade,
sendo 229 idosas alocadas para o GF e 222 para 0 GA, sendo a taxa de perda de 21,3% para o
GF e 25% para 0 GA. Durante a realizacdo do estudo, duas idosas foram excluidas do GA
devido ao diagnostico de cancer.

As caracteristicas da amostra sdo apresentadas na tabela 1. Os gen6tipos de todos 0s
SNP analisados foram consistentes com as propor¢des do equilibrio de Hardy-Weinberg
(p>0,05). A frequéncia dos genotipos para cada um dos polimorfismos é apresentada na
Tabela 2. Ndo houve diferenca significativa na distribuicdo dos genotipos entre os programas
de exercicio.

O programa de fortalecimento muscular resultou em uma diminuicéo significativa nos

niveis dos receptores sollveis do TNF-alpha, mas ndo para IL-6 ou IL-10. Mudancas
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significativas nos niveis dos mediadores inflamatérios ndo foram observadas em resposta ao
treinamento aerobico.

No baseline, ndo foi observada diferenca significativa entre os genotipos dos
polimorfismos dos genes 1L6 (rs1800795): GG versus CC+GC; TNF-a (rs1800629): AA+AG
versus GG e IL10 (rs1800896): GG versus AA+AG para nenhum dos parametros
inflamatorios ou funcionais (Tabela 3). N&o houve interagdo significativa entre os genotipos
dos polimorfismos analisados para nenhuma das variaveis no baseline (p>0,05).

Em relagdo a capacidade funcional, foi observada interacdo significativa entre o
polimorfismo -308 do TNF-a e o efeito do exercicio sobre o desempenho no teste TUG (F =
10,5; p = 0,001), independentemente da intervencgéo realizada (F = 0,001; p = 0,996). ldosas
homozigotas para o alelo G apresentaram maior percentual de mudanga com o exercicio, com
melhor capacidade funcional quando comparadas a idosas com os gendétipos AA+AG (Figura
1). N&o houve interagdo dos polimorfismos da IL6 -174 e IL10 -1082 com o efeito do
exercicio sobre o TUG (p>0,05).

Foi observada também interacdo significativa entre o0s geno6tipos dos trés
polimorfismos e a melhora no desempenho do TUG em resposta ao exercicio (F = 13,9; p =
0,001). Idosas com a combinagdo dos genétipos GG do TNF-a, CC+CG do IL6 -174 e GG do
IL10 -1082 (baixa producdo de TNF-o ¢ IL-6 e alta producdo de IL-10) apresentaram uma
melhora maior no desempenho do TUG quando comparado aos outros gendtipos (Figura 2).
Essa interacdo foi significativa independente do programa de exercicio, fortalecimento
muscular ou treinamento aerébico (F = 0,001; p = 1,0). Ndo foi verificada interacdo
significativa entre nenhum dos polimorfismos investigados e o efeito do exercicio sobre a
varidvel velocidade de marcha usual. (p>0,05).

Ao analisarmos as mudancgas nos pardmetros inflamatorios, ndo houve interagdo entre

0s polimorfismos -308 TNF-a (rs1800629), -174 IL6 (rs1800795) e -1082 IL10 (rs1800896) e
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o efeito do exercicio para nenhuma das citocinas analisadas (p>0,05). Interagdes entre 0s trés

polimorfismos também néo foram verificadas para essas variaveis.

Discusséo

No presente estudo, houve uma interagéo significativa entre o polimorfismo -308 do
gene do TNF-a ¢ o efeito do exercicio, seja o treinamento aerébico ou o treinamento de forca
muscular, sobre a mobilidade das idosas, avaliada pelo TUG. Igualmente, foi observada uma
interagéo entre o efeito combinado dos trés polimorfismos -308 A/G TNF-a, -174 G/C IL6 e -
1082 A/G 1L10 sobre a mudanga na capacidade funcional, independentemente do tipo de
exercicio realizado. ldosas com gendtipos relacionados a baixa producdo de TNF-o (-
308AA+AG) e IL-6 (-174GG) e a alta produgdo de IL-10 (-1082GG), o que estaria associado
a um perfil “anti-inflamatério” (Lio et al., 2003), apresentaram maior percentual de melhora
da capacidade funcional apos a interveng&o.

Em relagdo aos niveis das citocinas e capacidade funcional no baseline, nédo
verificamos diferencas significativas entre os gendtipos dos polimorfismos estudados, ndo
sendo identificadas interacbes entre 0os mesmos para nenhuma das varidveis. Algumas
investigacGes demonstraram o efeito dos polimorfismos -308 A/G TNF-a, -174 G/C IL6 e -
1082 A/G IL10 sobre a produgéo de suas citocinas correspondentes (Hajeer and Hutchinson,
2001; Olivieri et al., 2002; Pereira et al., 2011; Turner et al., 1997) e em diferentes condigdes
de saude (Khabour and Barnawi, 2010; Stephens et al., 2007), enquanto outros estudos
observaram resultados discordantes (Cederholm et al., 2007; Kubaszek et al., 2003; Liu et al.,
2008). As divergéncias observadas quanto ao efeito dos polimorfismos podem estar
relacionadas a diferentes fatores, desde a heterogeneidade das populagbes estudadas,
incluindo caracteristicas como idade, género e condicOes de salde especificas, até pequenos

tamanhos de amostra. Além disso, o envelhecimento e as condi¢des de salde relacionadas a
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idade constituem fendtipos complexos influenciados por interagBes entre polimorfismos e
fatores ambientais, que podem conferir uma modulacdo diferenciada sobre a expressdo desses
genes.

A elevacdo dos niveis plasmaticos de citocinas inflamatdrias esta associado a reducéo
da capacidade funcional e da independéncia do idoso (Brinkley et al., 2009; Tiainen et al.,
2010). O TNF-a é uma citocina pro-inflamatdria, com potente efeito catabdlico sobre o
musculo (Reid and Li, 2001). Considerando a meia-vida curta e os baixos niveis circulantes
de TNF-a, seus receptores sollveis constituem marcadores mais confiaveis de sua atividade e,
portanto, da resposta inflamatdria (Aderka et al., 1992; Coelho et al., 2008). Niveis
aumentados de TNF-o, assim como de seus receptores sollUveis, estdo relacionados a
sarcopenia, sendo apontados como fatores preditores de incapacidade e mortalidade em idosos
(Cesari et al., 2004; Pennix et al., 2004; Visser et al., 2005). Estudos demonstraram que 0
polimorfismo -308 G/A do gene TNF-a pode determinar consequéncias ndo apenas sobre 0s
niveis circulantes dessa citocina (Hajeer and Hutchinson, 2001), mas também sobre a
longevidade (Khabour and Barnawi, 2010; Lio et al., 2003). O alelo A desse polimorfismo é
um forte ativador da transcricdo do TNF-o, estando associado a altos niveis plasmaticos do
TNF-a e a maior expressdo da citocina no masculo (Abraham and Kroeger, 1999; Wilson et
al., 1997).

Embora ndo tenha influenciado as mudangas nos pardmetros inflamatorios, o
polimorfismo -308 G/A do gene TNF-a apresentou interagdo significativa com o efeito do
exercicio fisico sobre a capacidade funcional. Idosas com gendtipo -308 GG, associado &
menor produgdo de TNF-o, apresentaram maior percentual de melhora no teste TUG
comparadas aquelas com presenca do alelo A, independentemente da modalidade de exercicio
realizado. Em contraposicdo a esses resultados, Nicklas et al. (2005) ao investigarem a

associagdo desse polimorfismo com a funcgdo fisica em resposta ao exercicio, esses autores
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observaram que individuos com o alelo A apresentaram melhor capacidade funcional apés o
programa de exercicio em relacdo aqueles homozigotos para o alelo G (Nicklas et al., 2005).
Essa discordancia estd possivelmente relacionada as caracteristicas da amostra do estudo de
Nicklas et al. (2005), constituida por pacientes com sobrepeso ou obesos, com osteoartrite de
joelhos. A adiposidade corporal, assim como a osteoartrite constituem potenciais fatores de
confusdo, uma vez que ambas as condi¢des sdo caracterizadas por maior produgdo de
citocinas inflamatérias (Mohamed-Ali et al., 1999; Perry et al., 2008; Webb et al., 1998).
Assim, o efeito dos polimorfismos nessas condi¢des pode ocorrer de forma diferenciada,
especialmente ao considerarmos que o tecido adiposo é apontado como uma das principais
fontes de TNF-a circulante (Mohamed-Ali et al., 1999).

Ao analisarmos o efeito dos polimorfismos -174 G/C da IL6 e -1082 da IL10
separadamente, ndo foram identificadas interacfes dos mesmos com o efeito do exercicio
sobre nenhuma das variaveis de capacidade funcional. Em relacdo ao polimorfismo -174 G/C
da IL6, nossos resultados foram semelhantes aqueles descritos por outro estudo (Nicklas et
al., 2005). Quanto ao polimorfismo -1082 da IL10, n&o foi encontrada nenhuma investigagéo
acerca da agdo desse polimorfismo sobre o efeito do exercicio em idosos.

Como as citocinas agem em uma rede complexa e coordenada (Bidwell et al., 1999), a
investigacdo do polimorfismo de uma Unica citocina, pode constituir uma abordagem
simplista, uma vez que a acdo combinada dos gendtipos pode resultar em efeitos
diferenciados. Ao considerarmos os genotipos dos polimorfismos -308 G/A do TNF-a, -
174G/C da IL6 e -1082 da IL10 em conjunto, identificamos uma interacdo entre oS trés
polimorfismos sobre as mudancas na capacidade funcional das idosas ap6s o exercicio. A
combinacdo de genodtipos relacionada a baixa producédo de TNF-o (-308AA+AG) e IL-6 (-
174GG) e a alta produgdo de IL-10 (-1082GG), caracterizando um perfil “anti-inflamatorio”,

foi associado a um maior percentual de melhora no desempenho das idosas no teste TUG. No
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entanto, ndo foi verificada interacdo significativa entre nenhum dos polimorfismos
investigados e o efeito do exercicio sobre a varidvel velocidade de marcha usual. A
velocidade de marcha e o TUG sdo testes amplamente usados para avaliagdo da capacidade
funcional do idoso, tanto em pesquisas como na prética clinica (Podsiadlo and Richardson,
1991; VanSwearingen and Brach, 2001). Embora, apontado como um preditor de eventos
adversos na populacdo idosa (Abellan van et al., 2009), a velocidade de marcha € um teste
mais simples, no qual é avaliado o desempenho do individuo para deambular um percurso de
10 metros, em linha reta, em sua velocidade de marcha usual (VanSwearingen and Brach,
2001). J4 o TUG €é um teste que envolve uma serie de tarefas motoras com integracdo do
sistema motor, sensorial e cognitivo, refletindo atividades do cotidiano, fundamentais para a
mobilidade independente (Podsiadlo and Richardson, 1991). Dessa forma, diferencas nos
componentes e dominios da mobilidade envolvidos em cada teste, podem conferir uma maior
sensibilidade ao TUG para avaliar a influéncia de fatores genéticos.

Elevados niveis plasmaticos de TNF-o e IL-6 sdo associados a redugéo da mobilidade
(Brinkley et al., 2009; Schaap et al., 2006) e da capacidade de realizar atividades de vida
diaria (Gonzalo-Calvo et al., 2012), sendo apontados como preditores da incidéncia de
incapacidades na populagéo idosa (Gallucci et al., 2007). Por outro lado, citocinas anti-
inflamatoérias, como a IL-10, tém sido relacionadas ao envelhecimento bem sucedido e
longevidade (Lio et al., 2002; Uyemura et al., 2002). Assim, variacdes nos niveis dessas
citocinas tém impacto na resposta inflamatdria no idoso, de modo que o equilibrio entre a
resposta pro e anti-inflamatéria pode ser critico para a manutencdo da funcionalidade desses
individuos. Assim, os resultados do presente estudo sugerem que um genotipo relacionado a
uma resposta inflamatéria de baixa intensidade responde melhor & intervencéo fisica, o que
pode contribuir para a melhor funcionalidade em idosos. Esta hipotese é suportada por

achados de outros estudos em que a combinacdo de gendtipos relacionados a um perfil anti-
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inflamatorio foram associados a longevidade (Lio et al., 2003), e constituiu um fator protetor
contra o declinio cognitivo em nonagenérios (Dato et al., 2010) e na Doenca de Alzheimer
(Vural et al., 2009).

Quanto aos pardmetros inflamatorios, ndo foi observada interagéo significativa entre o
efeito do exercicio fisico e os polimorfismos 308 A/G TNF-a, -174 G/C IL6 e -1082 A/G
IL10, considerados separadamente ou em combinagdo. Poucos estudos avaliaram a interagdo
de polimorfismos e o efeito do exercicio fisico sobre a produgéo de citocinas (Kilpelainen et
al., 2010; Oberbach et al., 2008). Por exemplo, Oberbach et al. (2008) verificaram que o
polimorfismo -174 G/C IL6 foi um fator preditor de mudancas nos niveis plasmaticos de IL-6
em individuos pré-diabéticos, submetidos a um programa de exercicios aer6bicos, enquanto
em estudo de Kilpeldinen et al. (2010), com amostra semelhante, as concentragdes
plasméticas de IL-6 ndo foram afetadas pelo polimorfismo. Na populac¢do idosa, ndo foi
encontrada nenhuma investigagao sobre o tema.

Algumas limitagBes do presente estudo devem ser consideradas. O fato de a amostra
ser constituida apenas de mulheres restringe a generalizagdo dos resultados para a populagéo
idosa, uma vez que a diferenca entre géneros é um fator que pode influenciar a expressao
génica (Bonafé et al., 2001; Lio et al., 2002; Roth et al., 2003). Além disso, é importante
considerar que outros polimorfismos ndo avaliados podem influenciar os efeitos do exercicio
na populagdo idosa. Entretanto, podemos citar como forga do estudo o tamanho da amostra e a
abrangéncia de polimorfismos de genes de citocinas consideradas relevantes no processo
inflamatério. Além disso, a andlise de pardmetros genéticos, inflamatorios e funcionais
integra dados experimentais e clinicos, ampliando o entendimento da associacdo desses
fatores na abordagem preventiva e terapéutica do idoso.

Os resultados do presente estudo demonstraram que os polimorfismos -308 A/G TNF-

a, -174 G/C IL6 e -1082 A/G IL10 interagiram significativamente entre si e com o efeito do



151

exercicio sobre a capacidade funcional. Idosas com uma combinagdo de gendtipos relacionada
a um perfil anti-inflamatério apresentaram maior percentual de melhora na mobilidade
funcional, independentemente da modalidade de treinamento realizada. Esses achados
sugerem que fatores genéticos e ambientais, como a prética de exercicio fisico, interagem-se

contribuindo para a melhora da funcionalidade em idosas.
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Tabela 1: Caracteristicas socio-demograficas e clinicas das idosas de acordo com 0s grupos

de exercicio de fortalecimento muscular e aerébico, antes da intervencéo.

GF GA
Variaveis Valor de p
Média DP Média DP
Idade (anos) 71,03 4,8 70,33 4,5 0,123
Escolaridade (anos) 6,12 4,17 6,71 4,42 0,144
MEEM 26,03 2,97 25,9 2,71 0,436
N° de comorbidades 2,63 1,57 2,65 1,70 0,775
GDS (escores) 3,76 3,04 3,21 2,71 0,332
EEP (escores) 20,84 9,84 19,05 9,91 0,057
IMC (Kg/m?) 29,12 48 28,97 4,79 0,874

GF = Grupo de Fortalecimento Muscular; GA = Grupo de Treinamento Aerébico; MEEM =
Mini-Exame do Estado Mental; GDS = Escala de Depressdo Geriatrica; EEP = Escala de
Estresse Percebido; IMC = indice de Massa Corporal.

Teste Mann Whitney, o = 5%.
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Tabela 2: Frequéncia dos genotipos dos polimorfismos -308 A/G TNF-a, -174 G/C IL6 e -

1082 A/G IL10 nos grupos de exercicio de fortalecimento muscular e treinamento aerdbico

Genotipos GF GA Amostra total Valor p
TNF-a (-308G/A)
GG 170 (742 155(70.5%) 325 (72.4%) 0.795
AA 4 (1.7%) 7 (3.2%) 11 (2.4%)
AG 55(24.0%) 58 (26.4%) 113 (25.2%)
IL6 (-174G/C)
GG 140 (61.1%) 117 (53.2%) 257 (57.2%) 0.096
cc 12 (5.2%) 14 (6.4%) 26 (5.8%)
GC 77 (33.6%) 89 (40.5%) 166 (37.0%)
IL10 (-1082G/C)
GG 32 (14.0%) 27 (12.3%) 59 (13.1%) 0.413
AA 81(35.4%) 87 (39.5%) 168 (37.4%)
AG 116 (50.7%) 186 (48.2%) 222 (49.4%)

GF = Grupo de Fortalecimento Muscular; GA = Grupo de Treinamento Aerébico

Teste Mann Whitney, o = 5%.
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Tabela 3: Parametros inflamatorios e funcionais no baseline e suas mudangas com o exercicio de acordo com os gendtipos dos polimorfismos dos genes TNF-

a, IL6 -174 e IL10 -1082

TNF-a (-308G/A)*

IL6 (-174G/C)*

IL10 (-1082G/C)*

Variaveis
GG AA + AG GG CC+CG GG AA + AG
STNFR1 Baseline 1104,17 + 485,7 1186,03+ 668,6 1114,7 £ 582,5 1142,8 + 486,4 1244,7 £ 576,0 1108,9 £ 536,2
Delta -42,4 +292,9 -38,8 +439,5 -17,6 £350,7 -73,6 £ 329,8 -18,8 + 327,0 -44.,4 + 3452
STNFR2 Baseline 3362,5 + 1403,9 3360,1+1411,6  3340,1+1426,5 3390,9+1377,6  3869,6 + 12636  3285,0 + 1410,2
Delta -116,4 + 978,7 -19,4 + -117,7 -173,2+ 1032,8 29,5+ 1287,7 -275,5+1078,0 -61,3+ 1159,1
IL-6 Baseline 2,2+35 1,8+3,.1 2,1+35 2,2+33 22+35 21+34
Delta 0,13+25 0,00+1,8 02+23 0,03+2,3 -0,2+2,4 02423
IL-10 Baseline 7,7+ 137 6,9+118 71+117 8,2+149 6,9+10,9 7,7+135
Delta -1,6+13,.2 -0,1+54 -1,1+89 -1,3+ 142 -08+6,1 -1,2+11,9
TUG* Baseline 10,4+ 1,8 10,3+ 1,8 10,4+1,8 10,3+1,7 106+ 1,8 10,3+1,7
Delta -15+54 -0,93+17 -1,1+19 1,7+6,8 -29+172 1,1+17
Marcha Baseline 5,0+0,95 49+11 4910,3+0,9 51+1,0 52+0,7 50+1,0
Delta -0,37+0,81 -0,29 + 0,87 -0,2+0,8 -05+0,8 -0,36+0,8 -0,34+0,83

Dados apresentados como média e DP; ANCOVA, o = 5%. *Interacdo entre os polimorfismos e o efeito do

exercicio fisico sobre o teste Timed Up and Go
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Figura 1: Mudanca no desempenho do teste TUG (delta) de acordo com os genotipos do

polimorfismo do gene TNF-a -308 G/A
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Figura 2: Interacédo entre os trés polimorfismos dos genes TNF-a, IL6 -174 e IL10 -1082 nas

mudancas desempenho do teste TUG (delta) decorrentes do exercicio fisico.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

O envelhecimento constitui um processo heterogéneo e individual, podendo
ser determinado por diversos fatores, desde a predisposicéo genética, condi¢cdes de
saude, incluindo também influéncias ambientais. Nesse contexto, o envelhecimento
implica na demanda de uma abordagem ampla, que gera a necessidade de estudos
que identifiquem fatores relacionados a esse processo que sejam passiveis de
controle e mudanca, reduzindo seu impacto na funcionalidade e qualidade de vida
da pessoa idosa.

O presente estudo se inseriu na proposta do Programa de P6s-graduagdo em
Ciéncias da Reabilitagdo, que tem como fundamentagédo a estrutura conceitual do
modelo biopsicossocial da Classificagdo Internacional de Funcionalidade,
Incapacidade e Saude (CIF). O estudo envolveu a abordagem tanto de alteracfes
nos niveis de estrutura e fungao do corpo, decorrentes do envelhecimento, como as
suas implicagbes nas atividades e participacdo do idoso na sociedade. Incluiu
também a atuacdo do fisioterapeuta nesses dominios, por meio de intervengéo
terapéutica, e, ainda, as possiveis interagfes entre os diferentes componentes do
modelo de funcionalidade/incapacidade.

Tanto o exercicio de fortalecimento quanto o treinamento aerdbico
apresentaram efeitos positivos sobre os sintomas depressivos na amostra estudada.
Por outro lado apenas o programa de fortalecimento muscular promoveu o aumento
dos niveis de BDNF, indicando que o efeito do exercicio fisico sobre os sintomas
depressivos possivelmente nédo foram relacionados a acdo do BDNF. Esses
resultados sugerem que um padrdo diferenciado de producéo e liberagdo dessa
neurotrofina em resposta ao exercicio no individuo idoso.

Em relacdo as dosagens de mediadores inflamatorios, foi observado uma
reducdo dos niveis plasmaticos dos receptores soluveis de TNF-a em resposta ao
programa de fortalecimento muscular, mas sem alteragbes significativas para as
citocinas IL-6 e IL-10. O treinamento aerdbico ndo afetou os niveis dos mediadores
inflamatérios. Embora tenham ocorrido mudancas na composicéo corporal e fatores
psicossociais, como sintomas depressivos e niveis de estresse percebido, estas
variaveis nao influenciaram as mudancas observadas nos niveis de STNFRL,
STNFR2, IL-6 ou IL-10. Os programas de exercicio de fortalecimento muscular e

aerobico foram efetivos para a melhora da capacidade funcional, ndo sendo
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identificada influéncia dos niveis dos mediadores inflamatérios nos ganhos
observados na funcionalidade das idosas.

Em conjunto, esses achados sugerem que o exercicio de fortalecimento
muscular pode ser a modalidade de exercicio mais efetiva na abordagem terapéutica
do idoso, considerando seus efeitos benéficos sobre os mediadores inflamatérios e
niveis de BDNF em mulheres idosas. Entretanto, devemos considerar que em
relagdo ao treinamento aerdbico a duracdo da intervencdo pode ndo ter sido
suficiente para promover mudangas significativas nas concentracdes dos
mediadores inflamatorios, apesar da melhora significativa da capacidade funcional e
fatores psicossociais. Assim, futuros estudos devem ser conduzidos com 0 objetivo
de determinar qual o periodo minimo para obtencdo de resultados benéficos do
exercicio fisico sobre os mediadores inflamatérios e neurotrofinas na populacdo
idosa.

Ainda, é importante considerar que embora incluidas no contexto de um
envelhecimento usual, as idosas que participaram do presente estudo eram
fisicamente independentes, limitando a generalizacdo dos resultados para idosos
fragilizados e/ou com dependéncia funcional. Idosos funcionalmente dependentes ou
fragilizados exibem um perfil inflamatoério caracterizado por niveis de citocinas mais
elevados e podem responder de forma diferenciada ao exercicio fisico.

No presente estudo houve uma interagéo significativa do polimorfismo -308 do
gene do TNF-a e o efeito do exercicio sobre a mobilidade das idosas, avaliada pelo
TUG. Ainda, foi observada interagdo significativa entre os genoétipos dos trés
polimorfismos e a melhora no desempenho do TUG em resposta ao exercicio
demonstrando que a combinagdo dos gendtipos GG do TNF-a, CC+CG do IL6 -174
e GG do IL10 -1082 (baixa producdo de TNF-a e IL-6 e alta producdo de IL-10)
influenciou a melhora da mobilidade quando comparado aos outros genétipos. No
entanto, os SNPs analisados ndo influenciaram o efeito do exercicio sobre os
parametros inflamatorios.

A funcionalidade do idoso constitui um processo complexo, decorrente de
uma relagdo dinamica relacionada a interagdo entre componentes relacionados a
estrutura e funcdo do corpo, atividades e participacdo social, e também fatores
contextuais (fatores ambientais ou pessoais). Os achados desta tese dao suporte a
influéncia interativa de fatores genéticos e ambientais, como a prética de exercicio

fisico, contribuindo para a melhora da capacidade funcional em idosas.
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APENDICE A

Avaliacéo Inicial

180

Data: / / : Nome:

Endereco:Rua: Ne:
Bairro: : CEP: : Cidade:

Telefones p/ contato:

Idade:_ anos; Data de Nascimento: / /

Qual é o seu estado civil?

[1 1. Casado/Vive com companheiro ]
0 2. Solteiro(a) [l
Qual a sua cor ou raga?:

[l 1.Branca U
[] 2. Preta/Negra |
[1 5. Indigena

Qual foi sua profissdo durante a maior parte da vida adulta?

3. Divorciado(a), separado(a)
4. Vitvo(a)

3. Mulata/caboclaParda

4. Amarela/Oriental

A sra é capaz de ler e escrever um bilhete simples? (se a pessoa responder que aprendeu a

ler e escrever, mas esqueceu, ou que s6 é capaz de assinar o préprio nome, marcar nao)

1 1.Sim U

Até que ano da escola a sra estudou?

L]
alfabetizacéo de adultos)

2. Curso de alfabetizac&o de adultos

5. Curso Superior

OO0 0Oooao

Quantos anos de escola?

3. Priméario (atual nivel fundamental — 12 a 42 série)

4. Ginasio (atual nivel fundamental — 52 a 82 série)

2. Nao

1. Nunca foi a escola (nunca chegou a concluir a 12 série primaria ou curso de

5. Cientifico, classico, (atuais: curso colegial ou normal, magistério, curso técnico)

6. Pos-graduacao, com obtencao de titulo de Mestre ou Doutor




A sra tem filhos?

O

1.

Sim; Quantos?

Quem mora com a sra?

OO ooo0odaoaog

No ultimo ano, algum médico ja disse que a sra tem os seguintes problemas de salde?
Doenca do coragdo como angina, infarto do miocardio ou ataque cardiaco?

1.

O

1.
2.

. Com filhos ou enteados

o N o o~ W

Sozinho

Com o conjuge ou companheiro

. Com netos
. Com bisnetos
. Com outros parentes

. Com amigo(s)

2. Nao

. Acompanhantes, cuidadores, empregada doméstica

SAUDE FiSICA PERCEBIDA

Sim

Presséo alta — hipertensdo?

O

1.

Sim

Derrame / AVC / isquemia?

O

1.

Sim

Diabetes Mellitus?

O

1.

Sim

Tumor maligno / Cancer?

O

1.

Sim

Artrite ou reumatismo?

O

Doenca do pulméo (bronquite ou enfisema)?
1.

O

1.

Sim

Sim

Depressao?

O

1.

Sim

Osteoporose?

O

1.

Sim

Incontinéncia Urinaria?

O

1.

Sim

Doenca de Parkinson?

O

1.

Sim

O

O

2. Nao
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Labirintite?

0 1.Sim

USO DE MEDICAMENTOS

2. Nao
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Quantos medicamentos a senhora tem usado de forma regular nos Ultimos 3 meses,

receitados pelo médico ou por conta prépria?

Quais os nomes da(s) medicacédo(¢cOes) senhora usa? COLOCAR DOSAGENS

A senhora fuma?
[0 1. Nunca fumou

[0 2.Jafumou e largou

A senhora consome bebidas alcodlicas?
[0 1.Nunca
[J 2. Umavez por més ou menos

0 3.2-4vezes por més

ATIVIDADE FiSICA

O

0
0

3. Fuma. Ha quanto tempo?

4.2 — 3 vezes por semana

4 ou mais vezes por semana

O(a) Sr(a) realiza alguma atividade fisica de forma regular?

( )sim

1. Hidroginastica

2. Caminhada

3. Exercicios clubes/academias/igreja, etc

4. Outros:

( )néo

MEDIDAS ANTROPOMETRICAS

Agora faremos algumas medidas:

1x
1x
1x
1x

~ A~~~

~— N~ ~—~

2X
2X
2X
2X

~ A~~~

~— N~ ~

3x
3x
3x
3x

~ A~~~
~— N~ ~—~

Peso

Altura

Circunferéncia Cintura

Circunferéncia Quadril
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APENDICE B

Questionario

Data: / / : Entrevistador:

Nome:

Telefones p/ contato:

NUmeros de moradores (excluindo empregados domésticos):

[] 1. Um (mora sd); 1 4. Quatro;
[0 2. Daois; O 5. Cinco;
[] 3.Trés; [1 6. Outros:

Composicéo familiar:
[l 1.Umageracao; [0 4. Mora so;
[0 2. Duas geracfes; [0 5. Outros:

[0 3. Trés geracgdes;

Renda familiar:

] 1.1 salario minimo; U 4. 4 salarios minimos;

[0 2.2 salarios minimos; | 5. 5 ou mais salarios
[1 3.3 salarios minimos; Ol 6. Outros:

Renda propria:

1 1. Nao;

[1 2.Sim

[1 1. Aposentadoria; [1 3. Aposentadoria e penséo;

[1 2.Penséo; O] 4.

Outros: ;

O(a) senhor(a) exerce atividade remunerada atualmente?
1 1. Nao; (1 2.Sim; Qual? :

Tem algum plano ou seguro de saude?
] 1. Néo ] 2.Sim [] 3. N&orespondeu
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O senhor(a) ja realizou alguma cirurgia?

O

Qual o motivo?

1. N&o; 0 2.Sim;

No ultimo ano, o(a) senhor(a) consultou algum médico?

O

O o0Od

1. Néo

2. Sim

1. Clinico [1 3. Ginecologista
2. Oftalmologista [1 4. Outros:

O(a) senhor(a) realiza fisioterapia ou outro tipo de atividade de reabilitacdo (Terapia

Ocupacional; Fonoaudiologia)?

0
O

Qual o tipo de tratamento realizado?

1. Nao

2. Sim Quantas sessfes por semana?

O(a) senhor(a) ja realizou fisioterapia ou algum tratamento para reabilitacdo?

[0 1. Nao; [] 3. Nao selembra;
[] 2. Sim; Quando? Motivo?
Lazer:

O(a) senhor(a) realiza atividades de lazer?
1.( ) Nao;

2.( ) Sim. Quais? Qual a freqliéncia?

3.( ) Qual o seu lazer predileto?

Atividades Religiosas:

O(a) senhor(a) participa de atividades religiosas?

O
0

1. Nao;

2. Sim; Qual a freqiiéncia?
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DOR

O senhor(a) sente alguma dor no corpo?

] 1. Nao; ] 2.Sim;

Localizacéo da dor:

A quanto tempo o Sr(a) sente essa dor?
0 1. Aguda; [] 2. Crénica;

Qual a intensidade dessa dor? (para cada area de dor relatada)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

(sem dor) (dor maxima)

QUEDAS
No ultimo ano o(a) sr(a) sofreu alguma queda/caiu?
[0 1. N3o;

[ 2.Sim; Quantas vezes?

Qual o motivo da queda?

Onde ocorreu a queda?

[0 1. Dentro de casa; [0 2.Forade casa

Qual o motivo da queda?
O 1. Acidental 0 2.N&o acidental

O(a) senhor(a) sofreu fratura por causa da queda?
[l 1.Néo [0 2. Sim. Onde:

O(a) senhor(a) precisou procurar o servico de salde ou médico por causa da queda?
[0 1. N3o; 0 2.Sim;

Apés a queda o sr(a) deixou de fazer alguma atividade do seu dia a dia?
[0 1. Nao; ] 2.Sim;

Quais atividades o sr(a) deixou de fazer no seu dia a dia?




Bem estar subjetivo:
Como sua saude é de modo geral:

[1 1.Ruim [1 2. Mais ou menos [1 3.Boa

Como é a sua saude, em comparacao com a de outras pessoas da sua idade:
[1 1.Ruim [l 2. Mais ou menos [1 3.Boa

Satisfacéo global com a vida
O(a) senhor(a) esta satisfeito(a) com a sua vida hoje?
[1 1. Pouco [1 2. Mais ou menos [1 3. Muito
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Comparando-se com outras pessoas que tem a sua idade, o(a) senhor(a) diria que esta

satisfeito(a) com a sua vida?
[1 1. Pouco [1 2. Mais ou menos [1 3. Muito

TESTES FUNCIONAIS
TUG:

12 medida:

Velocidade de caminhada (10 metros):
Velocidade Normal: Velocidade Rapida:

12 medida: 12 medida:

Teste de sentar e levantar da cadeira

12 medida:

TESTE DE CAMINHADA DE 6 MINUTOS

PA inicial: FC inicial: ;

N° de voltas:

C 1° minuto 2° minuto 3° minuto 4° minuto 5% minuto | 6° minuto
PA final: FC final: ;
Borg:
Falta de ar: ; Cansaco nas pernas: ;

Distancia percorrida:




ESCALA DE ESTRESSE PERCEBIDO
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As guestdes nesta escala perguntam sobre seus sentimentos e pensamentos durante o

ultimo més. Em cada caso, sera pedido para vocé indicar o quao freqlientemente vocé tem

se sentido de uma determinada maneira.
NESSE ULTIMO MES, COM QUE FREQUENCIA.....

o v o O o Y9
o n o N n g a
c S g g 8 g g
> > 3 > d o
c o (% o a o0
1 Vocé tem ficado triste por causa de algo que
) 0 1 2 3 4
aconteceu inesperadamente?
2 Vocé tem se sentido incapaz de controlar as coisas 0 1 ) 3 4
importantes em sua vida?
Vocé tem se sentido nervoso e “estressado”? 0 1 2 3 4
4 Vocé tem tratado com sucesso dos problemas
o ] 4 3 2 1 0
dificeis da vida?
5 Vocé tem sentido que esta lidando bem as
mudancas importantes que estdo ocorrendo em 4 3 2 1 0
sua vida?
6 Vocé tem se sentido confiante na sua habilidade de 4 3 ) 1 0
resolver problemas pessoais?
7 Vocé tem sentido que as coisas estdo acontecendo 4 3 ) 1 0
de acordo com a sua vontade?
8 Vocé tem achado que ndo conseguiria lidar com
) R 0 1 2 3 4
todas as coisas que vocé tem que fazer?
9 Vocé tem conseguido controlar as irritages em sua
) 4 3 2 1 0
vida?
10 | Vocé tem sentido que as coisas estdo sob o seu
4 3 2 1 0
controle?
11 | Vocé tem ficado irritado porque as coisas que 0 1 ) 3 4
acontecem estéo fora do seu controle?
12 | Vocé tem se encontrado pensando sobre as coisas
0 1 2 3 4
gue deve fazer?
13 | Vocé tem conseguido controlar a maneira como
4 3 2 1 0
gasta seu tempo?
14 | Vocé tem sentido que as dificuldades se acumulam 0 1 ) 3 4
a ponto de vocé acreditar que ndo pode supera-las?




ESCALA DE DEPRESSAO GERIATRICA
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Questbes

sim

. Vocé esta basicamente satisfeito com sua vida?

. Vocé deixou muitos de seus interesses e atividades?

. Vocé sente que sua vida esta vazia?

. Vocé se aborrece com frequéncia?

. Vocé se sente de bom humor a maior parte do tempo?

. Vocé tem medo que algum mal va lhe acontecer?

. Vocé se sente feliz a maior parte do tempo?

. Vocé sente que sua situacao nao tem saida?

O 0O N| O O | Wl N|

. Vocé prefere ficar em casa a sair e fazer coisas novas?

10.Vocé se sente com mais problemas de meméria do que a maioria?

11. Vocé acha maravilhoso estar vivo?

12.Vocé se sente um inutil nas atuais circunstancias?

13.Vocé se sente cheio de energia?

14.Vocé acha que sua situacdo é sem esperancas?

15.Vocé sente que a maioria das pessoas esta melhor que vocé?

O O| | O] k| O O] O] k| O] k| O O O] k-

Rl R o Rl o P Rl R, O Rl O R Rl L o
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APENDICE C

Protocolo de extracdo de DNA (precipitacéo protéica com fenol-cloroformio)

1° DIA:

1. Colocar 500 pl de sangue em um tubo de 1,5 ml

2. Adicionar 1000 pl de Tampéo de lavagem (10 mM Tris HCI pH 7.6, 5 mM
MgClz, 10 mM NaCl), homogeneizar manualmente

3. Centrifugar a 13000 rpm por 2 minutos

4. Desprezar o sobrenadante e repetir os passos 2 e 3 até que o precipitado se
apresente claro — 2 a 3 vezes

5. Adicionar 500 pl de Tampéo de Lavagem e ressuspender o pellet

6. Adicionar 25 pl de Sulfato Duodecil de Sdédio (SDS) a 10%, e 12,5 pul de
proteinase K a 20 mg/ml e homogeneizar

7. Incubar a 37°C por toda a noite

2°DIA

8. Adicionar 500 pl de Fenol-Cloroformio-Alcool isoamilico (na propor¢do de
25:24:1), homogeneizar por 3 minutos (inverter lentamente o tubo)

9. Centrifugar a 13000 rpm por 5 minutos (formacao de fases)

10. Separar cuidadosamente a fase liquida superior e transferi-la para um tubo
1,5 ml limpo (fase transparente),

11.Repetir 0os passos 8, 9 e 10 até que ndo se forme mais a camada protéica
(anel intermediério das fases)
- 8. Adicionar 500 pl de Fenol-Cloroformio-Alcool isoamilico (na proporgéo de
25:24:1), homogeneizar por 3 minutos (inverter lentamente o tubo)
- 9. Centrifugar a 13000 rpm por 5 minutos (formacéo de fases)
- 10. Separar cuidadosamente a fase liquida superior e transferi-la para um
tubo 1,5 ml limpo (fase transparente)

12.Adicionar 500 pl de solugdo Cloroférmio - alcool isoamilico (na proporcéo

24:1) e homogeneizar
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13.Centrifugar a 13000 rpm por 5 minutos e transferir o sobrenadante para um
tubo 1,5 ml limpo
14. Adicionar 800 pl de etanol absoluto (90%) frio e depois 50 pl de Acetato de
sédio 3M (pH6)
15.Homogeneizar manualmente (inverter lentamente) o tubo até que o DNA
precipite e incubar a — 70/80°C por 15 minutos ou por - 20°C por 1 hora ou -
4°C por 2 horas
16. Centrifugar a 13000 rpm por 20 minutos a 4°C e descartar o sobrenadante
17.Adicionar 1000 pl de etanol 70% e agitar cuidadosamente com pipeta
18. Centrifugar a 13000 rpm por 20 minutos e descartar o sobrenadante
19.Repetir os passos 17 e 18
-17. Adicionar 1 ml de etanol 70% e agitar com pipeta
-18. Centrifugar a 13000 rpm por 20 minutos e descartar o sobrenadante
20.Secar a 37°C (colocar na estufa) ou a temperatura ambiente
21.Ressuspender o DNA em 50 pl ou mais de TE (Tris EDTA) pH 7.2
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APENDICE D
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APENDICE E
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ANEXO A

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n. ETIC 0038.0.203.000-10

Interessado(a): Profa. Leani Souza Maximo Pereira
Departamento de Fisioterapia
EEFFTO - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 31 de margo de 2010, o projeto de pesquisa intitulado "Interagdo
entre os polimorfismos dos genes das citocinas TNF-t e
interleucina-10 e os efeitos do exercicio fisico em mulheres idosas"
bem como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial deveré ser encaminhado aoc COEP um
ano apés o inicio do projeto.

Profa. Maria Teresa Marques Am£ral

Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa II - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - ¢-mail: coep@prpq.ufmg.br
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ANEXO B

(Grupo Exercicio Fortalecimento Muscular)
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Participagcdo no
Estudo

Projeto de Pesquisa: Interacdo entre os polimorfismos dos genes das
citocinas fator de necrose tumoral alfa, interleucina-6 e interleucina-10 e

os efeitos do exercicio fisico em idosas

Pesquisadores: Profa. Leani Souza Maximo Pereira (orientadora)
Daniele Sirineu Pereira

Instituicéo: Escola de Educacédo Fisica, Fisioterapia e Terapia
Ocupacional da Universidade Federal de Minas
Gerais

Endereco: Departamento de Fisioterapia - Av. Antdnio Carlos,
6627 - EEFFTO - 3° andar - Campus Pampulha

Prezado(a) senhor(a):

Desde j4, agradecemos sua colaboracdo. Essa pesquisa trata-se
de um estudo para obtencdo do titulo de doutorado do Curso de Pos-
Graduacdo em Ciéncias da Reabilitacdo pelo Departamento de
Fisioterapia da Escola de Ed. Fisica Fisioterapia e Terapia Ocupacional
da Universidade Federal de Minas Gerais.

O objetivo desta pesquisa € verificar como a genética dos
mediadores inflamatorios influencia seus indices plasmaticos, e

investigar a sua interacdo com os efeitos de um programa de exercicios
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fisicos sobre a capacidade funcional e forca muscular em mulheres
idosas.

Procedimento:

Inicialmente, serdo coletadas informagGes sobre dados pessoais,
habitos de saude, medica¢cbes utilizadas, presenca de doencas e
problemas associados, auto-percepcao da saude, dentre outras. Em um
segundo momento, a senhora ira realizar os seguintes testes: forga
muscular da méo, avaliacdo da marcha, mobilidade, equilibrio, forca dos

musculos do joelho e um exame de sangue.

EXAME DE SANGUE: Sera realizada uma coleta de 5 ml de sangue
periférico, que sera retirado da veia mediana ulnar do braco direito por
um profissional qualificado. Serdo observadas todas as normas de
protecdo e seguranca com material pérfuro-cortantes (agulhas e
seringas descartaveis, em ambiente estéril). O exame de sangue sera
analisado para verificar os niveis dos mediadores inflamatorios
interleucina-6 (IL-6) e interleucina-10 (IL-10) e fator de necrose tumoral
(TNF-a).

FORCA MUSCULAR DA MAO: A senhora, na posi¢éo assentada, com o
cotovelo dobrado (90° de flexdo) sera solicitado a realizar trés manobras
de preensdo maxima com o membro direito, utilizando o dinamémetro
manual de Jamar modelo PC5030JI, sempre com um minuto de

descanso entre uma preensao e outra.

VELOCIDADE DE MARCHA: Para avaliar a velocidade de marcha a
senhora sera solicitada a caminhar por um percurso de 10 metros,
inicialmente em sua velocidade habitual de caminhada e em seguida o

mais rapido que puder, sem correr.
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MOBILIDADE: Para avaliar sua mobilidade sera utilizado teste Timed Up
and Go Test. Nesse teste sera solicitado que a senhora levante de uma
cadeira com 44 a 47 cm de altura do assento, sem bracos, ande trés

metros, gire, retorne para a cadeira e sente-se novamente.

FORCA DOS MUSCULOS DO JOELHO: A forga dos miusculos do
joelho sera avaliada por meio de um equipamento de dinamometria
isocinética Biodex System 3 Pro, situado no laboratorio de Performance
Humana, dentro do prédio do Departamento de Fisioterapia e Terapia
Ocupacional da Escola de Educacdo Fisica, Fisioterapia e Terapia
Ocupacional da UFMG. Na posicédo assentada, a senhora sera solicitada
a realizar o movimento de esticar e dobrar o joelho varias vezes, em

duas velocidades diferentes, com um periodo de descanso.

PROGRAMA DE EXERCICIOS: Depois de realizados os testes voceé ira
participar de um programa de exercicios trés vezes por semana, por
cerca de 60 minutos, por um periodo de 10 semanas. Apds o término do
programa o0s testes serdo realizados novamente. Todos os
procedimentos de avaliacdo deverdo demorar cerca de uma hora e

meia.

Riscos e Desconfortos:

Na coleta de sangue ha o risco de ocorrer hematoma ou um leve
dolorimento no local. Sera utilizado material descartavel para ndo haver
possibilidade de contaminagdo. O procedimento sera realizado por um
profissional qualificado e todas as normas de utilizacdo de materiais

pérfuro-cortantes serdo seguidas para o descarte desses materiais.
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Apesar dos testes funcionais serem simples e adequados para a
avaliagdo de idosos, existe o risco de ocorrer leve cansaco fisico,
desequilibrios e quedas durante o desempenho dos testes. Para
minimizar esses riscos 0s mesmos serdo aplicados por fisioterapeutas
treinados e com experiéncia clinica em gerontologia, em local adequado
e seguro. Caso ocorra qualquer sinal clinico de sobrecarga, como falta
de ar, sudorese, queixa de cansaco ou qualquer outra manifestacao
contraria a continuacdo da realizacdo da avaliacdo, os testes serdo
interrompidos. Serdo realizadas medidas da sua pressao arterial e
freqUéncia cardiaca.

Para assegurar seu anonimato, todas as suas respostas e dados
serdo confidenciais. Para isso, a senhora receberd& um numero de
identificag@o ao entrar no estudo e 0 seu nome nunca sera revelado em
nenhuma situacdo. Quando os resultados desta pesquisa forem
divulgados em qualquer evento ou revista cientifica, a senhora ndo sera
identificado, uma vez que os resultados finais serdo divulgados

caracterizando o grupo de participantes do estudo.

Beneficios: Os beneficios de participar do estudo incluem o
conhecimento da sua capacidade funcional e os resultados da atividade
fisica para melhorar sua condicdo fisica e de saude. Os resultados
poderdo ajudar profissionais da area de Geriatria e Gerontologia a
ampliar seus conhecimentos sobre a relacdo entre a genética dos
mediadores inflamatoérios, auxiliar aos profissionais da area a realizar
orientacdo quanto a atividade de reforco muscular especifico e do
desempenho funcional em idosas, e fornecer informagdes importantes

para futuras pesquisas na area do envelhecimento.
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Recusa ou Abandono: A sua participacdo neste estudo é inteiramente

voluntaria, e a senhora € livre para recusar participar ou abandonar o
estudo a qualguer momento.
A senhora podera fazer perguntas ou solicitar informacdes atualizadas

sobre o estudo em qualquer momento do mesmao.

Depois de ter lido as informacgdes acima, se for de sua vontade participar

deste estudo, por favor, preencha o termo de consentimento.
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(Grupo Exercicio Aerobico)

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Participagcdo no
Estudo: “Interacdo entre os polimorfismos dos genes das citocinas fator
de necrose tumoral alfa, interleucina-6 e interleucina-10 e os efeitos do

exercicio fisico em idosas”.

Pesquisadores: Profa. Leani Souza Maximo Pereira (orientadora)
Daniele Sirineu Pereira (doutoranda)

Instituicéo: Escola de Educacédo Fisica, Fisioterapia e Terapia
Ocupacional da Universidade Federal de Minas
Gerais

Endereco: Departamento de Fisioterapia - Av. Antdnio Carlos,
6627 - EEFFTO - 3° andar - Campus Pampulha

Prezado(a) senhor(a):

Desde j4, agradecemos sua colaboracdo. Essa pesquisa trata-se
de um estudo para obtencdo do titulo de doutorado do Curso de PoOs-
Graduacdo em Ciéncias da Reabilitacdo pelo Departamento de
Fisioterapia da Escola de Ed. Fisica Fisioterapia e Terapia Ocupacional
da Universidade Federal de Minas Gerais.

O objetivo desta pesquisa € estudar como a genética dos
mediadores inflamatérios (substancias do sistema imunoldgico
presentes no sangue) influencia suas concentracdes, e investigar a sua
interacdo com os efeitos de um programa de exercicios fisicos sobre a

capacidade funcional e forca muscular em mulheres idosas.
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Procedimento:

Inicialmente, serdo coletadas informagGes sobre dados pessoais,
habitos de saude, medicacbes utilizadas, presenca de doencas e
problemas associados, auto-percepcao da saude, dentre outras. Em um
segundo momento, a senhora ira realizar os seguintes testes: forga
muscular da méo, avaliacdo da marcha, mobilidade, equilibrio, forca dos

musculos do joelho e um exame de sangue.

EXAME DE SANGUE: Sera realizada uma coleta de 5 ml de sangue
periférico, que sera retirado da veia mediana ulnar do braco direito por
um profissional qualificado. Serdo observadas todas as normas de
protecdo e seguranca com material pérfuro-cortantes (agulhas e
seringas descartaveis, em ambiente estéril). O exame de sangue sera
analisado para verificar os niveis dos mediadores inflamatorios
interleucina-6 (IL-6) e interleucina-10 (IL-10) e fator de necrose tumoral
(TNF-a).

FORCA MUSCULAR DA MAO: A senhora, na posi¢éo assentada, com o
cotovelo dobrado (90° de flexdo) sera solicitado a realizar trés manobras
de preensdo maxima com o membro direito, utilizando o dinamémetro
manual de Jamar modelo PC5030JI, sempre com um minuto de

descanso entre uma preensao e outra.

VELOCIDADE DE MARCHA: Para avaliar a velocidade de marcha a
senhora sera solicitada a caminhar por um percurso de 10 metros,
inicialmente em sua velocidade habitual de caminhada e em seguida o

mais rapido que puder, sem correr.
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MOBILIDADE: Para avaliar sua mobilidade sera utilizado teste Timed Up
and Go Test. Nesse teste sera solicitado que a senhora levante de uma
cadeira com 44 a 47 cm de altura do assento, sem bracos, ande trés

metros, gire, retorne para a cadeira e sente-se novamente.

CAPACIDADE AEROBICA: Sua capacidade aerébica sera avaliada por
meio de dois testes: Teste de Caminhada de Seis Minutos e o teste de
deslocamento bidirecional progressivo (Shuttle Walk Test). Para o
primeiro teste a senhora sera solicitada a percorrer uma distancia de 10
metros demarcados no solo com dois cones. A senhora ir4 dar voltas
consecutivas em torno de dois os cones, com velocidades que
aumentaram progressivamente. A velocidade de deslocamento é
aumentada a cada minuto (0,17 m/s) e controlada por sinais de audio,
gerados por aparelho de som portatil. Para o segundo teste sera
solicitado que a senhora ande o mais rapido possivel, por 6 minutos, em
um corredor de 30 metros. Ao inicio e final de ambos os testes a sua

pressao arterial e a frequéncia cardiaca sera medida.

PROGRAMA DE EXERCICIOS: Depois de realizados os testes vocé ira
participar de um programa de exercicios aerobicos trés vezes por
semana, por cerca de 60 minutos, por um periodo de 10 semanas. Apés
o término do programa os testes seréo realizados novamente. Todos 0s
procedimentos de avaliacdo deverdo demorar cerca de uma hora e

meia.

Riscos e Desconfortos:

Na coleta de sangue ha o risco de ocorrer hematoma ou um leve
dolorimento no local. Sera utilizado material descartavel para ndo haver

possibilidade de contaminag&do. O procedimento sera realizado por um
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profissional qualificado e todas as normas de utilizacdo de materiais
pérfuro-cortantes serdo seguidas para o descarte desses materiais.

Apesar dos testes funcionais serem simples e adequados para a
avaliagdo de idosos, existe o risco de ocorrer leve cansago fisico,
desequilibrios e quedas durante o desempenho dos testes. Para
minimizar esses riscos 0s mesmos serdo aplicados por fisioterapeutas
treinados e com experiéncia clinica em gerontologia, em local adequado
e seguro. Caso ocorra qualquer sinal clinico de sobrecarga, como falta
de ar, sudorese, queixa de cansaco ou qualquer outra manifestacao
contraria a continuacdo da realizacdo da avaliacdo, os testes serdo
interrompidos. Serdo realizadas medidas da sua pressao arterial e
freqUéncia cardiaca.

Para assegurar seu anonimato, todas as suas respostas e dados
serdo confidenciais. Para isso, a senhora receberd& um numero de
identificag@o ao entrar no estudo e 0 seu nome nunca sera revelado em
nenhuma situacdo. Quando os resultados desta pesquisa forem
divulgados em qualquer evento ou revista cientifica, a senhora ndo sera
identificado, uma vez que os resultados finais serdo divulgados

caracterizando o grupo de participantes do estudo.

Beneficios: Os beneficios de participar do estudo incluem o
conhecimento da sua capacidade funcional e os resultados da atividade
fisica para melhorar sua condicdo fisica e de saude. Os resultados
poderdo ajudar profissionais da area de Geriatria e Gerontologia a
ampliar seus conhecimentos sobre a relacdo entre a genética dos
mediadores inflamatoérios, auxiliar aos profissionais da area a realizar
orientacdo quanto a atividade de reforco muscular especifico e do
desempenho funcional em idosas, e fornecer informagdes importantes

para futuras pesquisas na area do envelhecimento.
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Recusa ou Abandono: A sua participacdo neste estudo é inteiramente

voluntaria, e a senhora € livre para recusar participar ou abandonar o
estudo a qualguer momento.
A senhora podera fazer perguntas ou solicitar informacdes atualizadas

sobre o estudo em qualquer momento do mesmao.

Depois de ter lido as informacgdes acima, se for de sua vontade participar

deste estudo, por favor, preencha o termo de consentimento.
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TERMO DE CONSENTIMENTO

Declaro que li e entendi as informacdes referentes a minha participacéo
no estudo “Interacdo entre os polimorfismos dos genes das citocinas
fator de necrose tumoral alfa, interleucina-6 e interleucina-10 e os efeitos
do exercicio fisico em idosas”. Todas as minhas duvidas foram

esclarecidas e eu recebi uma copia deste formulario de consentimento.

Desta forma, eu,

concordo em participar deste estudo.

Assinatura do sujeito ou responsavel

Assinatura do pesquisador

Data: / /

Qualquer esclarecimento entrar em contato com:

Daniele Sirineu Pereira — telefone: 31-8484-4952

Profa. Leani Souza Maximo Pereira — telefone: 31-9952-2878; 3409-4783
Comisséo de Etica em Pesquisa da UFMG - Av. Antdnio Carlos, 6627
Unidade Administrativa Il, 2° andar, sala 2005, Campus Pampulha.
Telefone: (31) 3409-4592.
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