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RESUMO

A inflamagdo crénica de baixo-grau vem demonstrando interferir
significativamente no processo degenerativo principalmente em idosos com
comprometimento cognitivo leve (CCL). A pratica regular de exercicios fisicos
ja demonstrou ser eficaz para reduzir a liberagdo de algumas citocinas,
inclusive em individuos idosos. Desta maneira, o exercicio fisico converte-se
em uma abordagem nao-farmacolégica complementar importante para auxiliar
no curso do envelhecimento saudavel. Os objetivos do presente estudo foram:
a) analisar os efeitos de 16 semanas de um programa multimodal de exercicios
fisicos nas concentragdes periféricas de marcadores inflamatérios em idosos
com comprometimento cognitivo leve (CCL) e em idosos cognitivamente
preservados; b) analisar se o genoétipo da APOE influenciaria o padrao destas
respostas a este programa e ainda, c) Identificar se as concentragbes de
citocinas proé-inflamatéria, o genétipo da APOE e a pratica regular de exercicios
fisicos contribuiriam para a predicdo de CCL nos sujeitos. Para tanto, foram
selecionados 67, distribuidos em subgrupos de acordo com a presenca de CCL
e participacdo em um protocolo multimodal de exercicios fisicos por 16
semanas (grupo treinamento com CCL: n=20; grupo treinamento
cognitivamente preservado: n=15; grupo controle com CCL: n=17; grupo
controle cognitivamente preservado: n=15). Todos os participantes foram
avaliados por meio da Clinical Dementia Rating; Questionario de Atividades
Instrumentais de Pfeffer; Escala Geriatrica de Depressao; Questionario de
Baecke Modificado Para Idosos; Montreal Cognitive Assessment; Bateria de
testes motores da American Alliance for Health, Physical, Education,
Recreation and Dance; além de analises laboratoriais para determinagao do
polimofismo da APOE, analises de glicemia, triglicérides, HDL e LDL e
concentragbes séricas das citocinas pro-inflamatorias: Fator de Necrose
Tumoral-a (TNF-a) e Interleucina-6 (IL-6) Os principais achados do presente
estudo indicaram que: a) os sujeitos que participaram do programa multimodal
de exercicios fisicos apresentaram reduc¢des significativas dos niveis de IL-6 e
TNF-a, independente da condi¢cdo cognitiva; b) Estas redugdes nos niveis
periféricos de IL-6 e TNF-a foram independentes da genotipagem da APOE e;
c) niveis periféricos de IL-6 e TNF- e pratica regular de exercicios fisicos sé&o
potenciais preditores de CCL.

Palavras Chave: Citocinas, Comprometimento Cognitivo Leve; Exercicios
Fisicos; ldosos; Inflamagao.
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ABSTRACT

Low-grade chronic inflammation has been recognized as a significant pathway
on neurodegenerative process, mainly on elderly with mild cognitive impairment
(MCI). Regular practice of physical exercises has been demonstrated as a
feasible alternative to reduce blood concentrations of some cytokines, including
in elderly. Thus, physical exercises are a non-pharmacological strategy
important to help on the healthy ageing. The main goals of this study were: a) to
analyze the effects of 16-weeks of a multimodal physical exercises program on
peripheral concentrations of inflammatory markers in elderly with MCI and on
cognitive healthy elderly; b) to analyze if the APOE genotype could influence on
the effects of this program and; c) to identify if the peripheral concentrations of
pro-inflammatory cytokines, APOE genotype and practice of physical exercises
could contribute as predictors of MCI on the subjects. Participated on the
research 67 elderly, distributed on four subgroups according to the presence of
MCI and the participation on the proposed program of multimodal physical
exercises during 16-weeks (trained group with MCI: n=20; trained group
cognitive healthy: n=15; control group with MCI: n=17; control group cognitive
healthy: n=15). All participants were assessed by the Clinical Dementia Rating
scale; Instrumental Activities Pfeffer Questionnaire; Geriatric Depression Scale-
short form; Montreal Cognitive Assessment; Physical Function Battery of
American Alliance for Health, Physical, Education, Recreation and Dance;
beyond laboratorial analysis to determine APOE genotype, glucoses levels,
triglycerides, HDL and LDL cholesterol and serum concentrations of pro-
inflammatory cytokines: Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a) and Interleukin-6 (IL-
6). The main findings of this research indicated that: a) subjects who took part in
a multimodal physical exercises program presented significant reductions on
TNF-a and IL-6 peripheral concentrations, independent of the cognitive
condition; b) these reductions on peripheral levels of inflammatory cytokines
were independent of the APOE genotype and; c) peripheral levels of TNF-a and
IL-6 and regular practice of physical exercises were potential predictors of MCI
in elderly.

Key-words: Cytokine; Elderly; Inflammation; Mild Cognitive Impairment;
Physical Exercises;
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1. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

O comprometimento cognitivo leve (CCL) é considerado um estagio de
pré-deméncia, onde sao observadas alteragbes cognitivas que n&o impedem
ou atrapalham a realizagcdo das atividades da vida diarias destes individuos.
Apesar de esta condicdo clinica ndo poder ser considerada um fator
determinante para o aparecimento de deméncia, idosos com CCL estdo mais
suscetiveis ao aparecimento deste tipo de patologia quando comparados a
idosos cognitivamente preservados. Inumeros processos histopatolégicos
buscam elucidas as diferentes vias que culminam no processo
neurodegenerativo. A interacdo entre fatores genéticos e ambientais vém se
apresentando como uma importante explicacdo para o desenvolvimento de

doengas relacionadas a idade.

A doenca de Alzheimer (DA) é o tipo de deméncia mais prevalente e seu
risco de incidéncia ja foi previamente associado ao aumento da idade
cronolégica. Embora ja tenham sido relatados diversos marcadores genéticos
para a DA de inicio tardio, at¢é o momento, o alelo ¢4 do gene da
Apolipoproteina E (APOE) foi o marcador genético que mostrou a associagao
mais consistente com esta doenca. Inumeros ensaios clinicos ja indicaram um
possivel papel deste polimorfismo na fisiopatologia da DA, indicando que este
alelo favorece a agregacéo da proteina -amildide, aumentando os depdésitos

de placas senis — um dos principais sinais histopatolégicos da DA.

Outra via que ja foi previamente considerada como uma das principais
envolvidas no processo neurodegenerativo esta relacionada com a ativagéo
das células da glia e a producgao de citocinas pro-inflamatoérias. A inflamagao é
uma resposta de defesa que ocorre apés o dano celular. Normalmente esta
resposta é benéfica ao organismo, entretanto uma resposta inflamatoria
prolongada estd associada a danos teciduais. Assim, quando identificados por
meio do sistema imunologico os sinais histopatologicos do processo
neurodegenerativo, ha a ativacdo das células da glia, visando promover o
cleareance e buscando auxiliar na manutencao da homeostase. Contudo, este

processo nao é capaz de cessar a deposicdo de proteina B-amildide e a



hiperfosforilagdo da proteina-tau, provocando assim um estado de
superativagao cronica das células da glia, envolvendo a agdo de macréfagos.
Esta acdo é mediada por citocinas pro-inflamatorias que estimulam a
fagocitose de células neurais, induzindo ao aumento do processo
neurodegenerativo. Neste sentido, acredita-se que individuos que apresentam
CCL e, portanto, ja estejam com um processo degenerativo instaurado, estejam
mais expostos a acdo das citocinas pré-inflamatérias e, consequentemente,
sofram maiores danos neurais pela acao de macréfagos. Esta hipétese pode
ajudar a justificar as altas taxas de conversédo de individuos com CCL para
quadros demenciais. Além disso, o polimorfismo da APOE parece ser uma
condigcdo que, por favorecer o desenvolvimento da DA, pode estar diretamente

associado a inflamacgéo cronica sistémica.

Intervencgbes farmacologicas para reduzir a inflamacao crénica sistémica
séo limitadas, pois agem de maneira aguda. Contudo, alteracdes relacionadas
ao estilo de vida vém demonstrando uma boa resposta na reducg&o do risco de
doengas cronico-degenerativas e deméncia. O exercicio fisico ja foi
previamente estabelecido como uma ferramenta eficiente para promover a
reducdo do risco de doencas neurodegenerativas, melhora das funcgdes
cognitivas, mesmo em condi¢des patolégicas. A acao neurotréfica do exercicio
fisico ja foi extensivamente discutida por promover melhoras significativas na
neuroplasticidade, perfusdo sanguinea cerebral, sinaptogénese, entre outros
beneficios. Todavia, o papel antiinflamatério do exercicio fisico frente a
doengas neurodegenerativas ainda permanece com importantes lacunas. Ainda
nao foi possivel afirmar qual via é responsavel pela liberacdo de fatores
antiinflamatérios, mas ja foi possivel observar que o exercicio fisico de
intensidade moderada €& capaz de neutralizar a producdo de citocinas pré-
inflamatoérias. Neste sentido, além do papel neurotréfico, o exercicio pode ser
um fator que promove a mediacdo de uma das principais vias de danos

neuronais.

Nosso estudo buscou investigar o papel do exercicio fisico sobre os niveis
periféricos de citocinas pré-inflamatérias (Interleucina-6 e Fator de Necrose
Tumoral-a) e sobre as fung¢des cognitivas de individuos idosos. Este € um

estudo prospectivo e controlado que consistiu na execugdo de um programa



multimodal de exercicios fisicos por um periodo de 16 semanas em um grupo
de idosos com comprometimento cognitivo leve e outro grupo de idosos
cognitivamente preservados. Com isto, pretendeu-se avaliar se o exercicio
fisico poderia modular niveis periféricos de citocinas proé-inflamatérias (IL-6 e
TNF-a), bem como, variaveis funcionais e cognitivas. Além disso, nosso estudo
também buscou verificar se os efeitos do exercicio fisico seriam modulados

com relacéo a presenca ou nao do alelo ¢4 da APOE.

O crescimento da prevaléncia da DA somente podera ser revertido se
forem encontradas praticas terapéuticas capazes de prevenir ou modificar o
curso do desenvolvimento desta doenca. Deste modo, a identificacao de
estratégias de tratamento e prevencdo envolvendo medidas fidedignas, como
biomarcadores sao, atualmente um meio pouco invasivo, que permite identificar
mudancgas biolégicas caracteristicas dos processos neurodegenerativos no
curso do envelhecimento. Assim, analises prospectivas com intervencdes nao-
farmacologicas de cunho preventivo, envolvendo os beneficios da pratica
regular de exercicios fisicos em individuos com maior risco para o
desenvolvimento de deméncias, bem como se estes beneficios podem ser
modulados por gendtipos conhecidamente intervenientes no desempenho
cognitivo e desenvolvimento da DA sado escassos na literatura. Desta forma,
nosso estudo buscou preencher algumas lacunas, no sentido de elucidar com
uma andlise prospectiva, a associagado existente entre fungdes cognitivas e a
possibilidade de modular marcadores neuroquimicos por meio da pratica

regular de exercicios fisicos.



2. REVISAO DA LITERATURA

Envelhecimento e Neurodegeneragao

O processo de envelhecimento, per se, esta associado a declinios
graduais das aptiddes fisicas, funcionais e cognitivas (BRAYNE et al., 1995).
Assim, individuos idosos comumente apresentam altera¢cdes cognitivas que
reduzem e/ou lentificam o processamento da informacdo, resultando em
reducdo de habilidades cognitivas. Tais comprometimentos apresentam uma
relacdo direta com a perda da velocidade e acuracia para a realizacdo de
tarefas e da tomadas de decisbes (HEDDEN et al., 2004). No curso deste
processo € possivel observar uma redugdo no desempenho normal das
atividades da vida diaria. Por este motivo, um importante aspecto a ser definido
esta relacionado a perda de autonomia e independéncia associadas as
alteragcbes funcionais decorrentes do envelhecimento e a instauragédo de
processos neurodegenerativos, como a Doenca de Alzheimer (DA), que
apresentam um impacto negativo e comprometem a qualidade de vida destes

individuos.

Com relagdo as doengas crbnicas e neurodegenerativas, atualmente
uma grande preocupagéo vem emergindo uma vez que contemporaneamente
confrontamos os fenbmenos de transicdbes demografica e epidemioldgica
simultaneamente. O aumento da expectativa de vida também vem
acompanhado do desenvolvimento de alteragcbes para as quais a idade
cronoldgica é um fator de risco, dentre as quais, uma grande parte, acaba
convertendo-se em doencgas degenerativas (VERAS, 2009). A doenca de
Alzheimer € a patologia neurodegenerativa mais frequente associada a idade
cronolégica Estima-se que a prevaléncia de algum tipo de deméncia na
populagao brasileira seja em torno de 7% (HERRERA et al., 2002). Dentre as
deméncias, a DA é atualmente o tipo comum (NITRINI, 1999). Segundo a
Alzheimer’s Disease International World Alzheimer Report (2009), atualmente a

DA afeta aproximadamente 35 milhdes de individuos e as projecdes deste



orgao indicam que em 2050, este numero podera chegar a 115 milhdes se

novas terapias efetivas para prevencao nao forem desenvolvidas.

O processo de transicdo do envelhecimento normal até as primeiras
manifestacbes de perturbagbes cognitivas, que podem indicar a presenca de
quadros demenciais, principalmente a DA, tem sido amplamente investigado
recentemente. Comprometimentos de memoria associados ao envelhecimento
sao frequentemente observados durante o curso do envelhecimento, entretanto
algumas alteracdes especificas podem marcar um quadro diagndstico de
comprometimento cognitivo leve (CCL). Assim o CCL foi estabelecido como
uma fase prodrOmica da doenga em que os sintomas estao evoluindo, mas o
individuo ainda n&o cumpre os critérios para deméncia. Os critérios
estabelecidos para a deteccdo de CCL levam em conta, predominantemente,
as alteracbes nos dominios de memoéria (PETERSEN, 2004). Entretanto
alteragbes em outros dominios cognitivos e em concentragdes centrais e
periféricas de biomarcadores, bem como mudancgas estruturais verificadas por
meio de exames de neuroimagem em individuos com CCL em comparacao
com idosos cognitivamente preservados, indicam a necessidade de uma
analise mais profunda para o estabelecimento do diagnostico (ALBERT et al.,
2006). Por isso, estudos que melhorem nossa compreensdo com relagdo a
fatores intrinsecamente relacionados as alteragbes cognitivas decorrentes do
processo degenerativo, configuram-se em uma importante ferramenta para
auxiliar na compreensao destes processos e na elaboragéo de estratégias para
evitar a progressdo do CCL. Idosos com CCL apresentam uma taxa de
conversao para deméncia de 10-40%, em comparacdo com 1-2% em idosos
cognitivamente saudaveis (PETERSEN et al., 2008; FORLENzZA et al., 2013).
Contudo, o simples fato de um individuo apresentar estes comprometimentos,
ndo suporta a ideia de que havera futuramente a manifestacdo de um quadro

demencial (FORLENZA et al., 2010).

As interagdes entre fatores genéticos e interferéncias ambientais
parecem ser determinantes para evidenciar estas variabilidades nos declinios
cognitivos (FOSTER, 2006) e auxiliarem nos diagnésticos. Fatores ligados ao
estilo de vida, incluindo a carga de estimulacéo intelectual, relagdes sociais,

alimentacao e pratica regular de exercicios fisicos vém estabelecendo-se como



importantes moduladores do risco de doengas associadas a idade
independente de fatores intrinsecos (PODEwILS et al., 2005; LARSON et al.,
2006). Assim, ainda que individuos apresentem predisposicdo genética a
desenvolverem patologias degenerativas, as interagcbes dos genotipos com o

ambiente € que demonstraram ser determinantes.

Sabendo que a interagéo entre todos estes fatores é determinante para
delinear o curso do processo degenerativo, tem havido uma ampliagdo no foco
de estratégias de prevencédo destas doencas, como a DA. Além disso, os
processos fisiopatologicos e neurodegenerativos presentes na DA sao
progressivos e irreversiveis (ZHAO et al., 2002) e, ndo existem tratamentos
capazes de conter o avango deste processo. Portanto, alternativas que
trabalhem em uma perspectiva preventiva, configuram-se na melhor opgao

para reduzir o risco de conversdo de CCL para deméncia.

Marcadores de Inflamagao e Doenga de Alzheimer

Marcadores bioldgicos sao definidos como substancias que podem ser
objetivamente mensuradas e avaliadas Além disso, s&o utilizadas como
indicadores de processos biolégicos naturais, patogénicos ou respostas as
intervengdes terapéuticas (2001). Quando mensurados em ensaios clinicos,
podem ser definidos como uma medida laboratorial que reflete a atividade de
processos patogénicos (KATz, 2004). As analises das concentracdes periféricas
de biomarcadores configuram-se em uma alternativa pouco invasiva em
relacdo as analises realizadas por meio do liquido cefalorraquidiano (LCR).
Apesar de nao fornecerem uma medida diretamente realizada no SNC,
componentes do plasma podem atravessar a barreira hematoencefalica por
difusdo ou transporte facilitado e apresentarem interferéncias importantes no

funcionamento cortical (THAMBISETTY et al., 2010).

A inflamacdo é uma resposta de defesa que ocorre apdés dano celular
causado por um agente extrinseco. Esta resposta geralmente € benéfica ao
organismo, agindo para limitar a sobrevivéncia e proliferacdo dos patdégenos

invasores, aumentar a sobrevivéncia tecidual e promover reparos para auxiliar



na manutencdo da homeostase do organismo (ABBAS et al., 2000). Entretanto,
uma inflamacdo extensiva, prolongada ou nao regulada €& altamente
prejudicial. O termo inflammaging ¢é utilizado para descrever respostas
organicas decorrentes de um desequilibrio no sistema imunoldgico que resulta
em uma superativacdo de estimulos inflamatérios mediados por elevados
niveis de citocinas pré-inflamatérias. Este desencadeamento de cascatas
inflamatdrias € considerado como uma das principais vias de danos neuronais
no processo neurodegenerativo (SONG et al., 2009). Os principais eventos
associados ao processo neurodegenerativo da DA séo a formagao de placas
senis (acumulo de peptideo B-amiléide) e os emaranhados neurofibrilares no
cortex cerebral. O processo histopatoldgico que resulta na DA desencadeia a
ativacao do sistema imunolégico. O sistema imune enddégeno do SNC é
controlado pelas células da glia (micréglia e astrocitos). O processo
neuroinflamatério abrange um conjunto de respostas complexas ligadas a
ativacao microglial e astrocitica que liberam substancias pro-inflamatorias e
intensificam o processo de morte neuronal (LUCAS et al., 2006). A microglia
passa a atuar como macrofago, na tentativa de realizar o cleareance da
proteina B-amiloide, fagocitando as placas senis (MCGEER et al., 2010).
Entretanto, a ativacdo das células da glia frequentemente resulta em uma
producao aumentada de citocinas pré-inflamatérias (RuBlo-PEREZ et al., 2012).
Durante o processo de envelhecimento, especialmente em condigbes
degenerativas, em que ha constante agregacgao de peptideo B-amildide para a
formacgéo de placas senis, ocorre uma ativagédo crénica das células da glia na
tentativa de promover o cleareance da proteina B-amildide (SCHUITEMAKER et
al., 2009). A exposicao prolongada das células do SNC as citocinas pro-
inflamatorias geram neurotoxicidade e intensifica o processo degenerativo.
Estas evidéncias sugerem que o CCL associado ao processo
neurodegenerativo caracterizado pela presenca de placas amildides e
emaranhados neurofibrilares, ja representaria a existéncia da DA na fase

prodrémica (ALBERT et al., 2006; ALBERT et al., 2011).

A neurodegeneragdo mediada por inflamagao envolve principalmente a
ativacdo dos macréfagos. A agdo dos macrdfagos provoca a liberacdo de

citocinas inflamatérias e radicais livres, os quais podem provocar lesdes



teciduais relacionadas a resposta inflamatéria (Jou et al., 2013). Entre os
efeitos neurotoxicos desencadeados a partir destas alteragdes, destacam-se a
redugdo o aumento da ocorréncia de apoptose e necrose neuronal, redugéo da
sinaptogénese e maior vulnerabilidade a excitotoxicidade. A figura 1 adaptada
de Lemere et al. (2004) demonstra o papel das citocinas proé-inflamatérias
liberadas apo6s a ativacao das células da glia no processo degenerativo que

caracteriza a fisiopatologia da DA.

Figura 1. (A) Ativacédo das células da glia e cleareance da proteina B-amiléide
no tecido cerebral e; (B) Processo degenerativo desencadeado com a ativagéo
da microglia e consequente producdo de fatores inflamatorios promovendo
redugdo da placa senil e emaranhado neurofibrilar.

Cascata inflamatdria
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FONTE: Lemere et al., 2004

Interleucina-6 (IL-6)

A IL-6 é uma proteina multifuncional produzida por células T, mondcitos
e macrofagos, fibroblastos, hepatoécitos, células endoteliais e por algumas
células tumorais (KisHIMOTO, 2005). Esta interleucina é uma citocina
pleiotropica capaz de regular a proliferagdo, diferenciacédo e atividade de
algumas células (ERSHLER et al., 2000). Ela desempenha um papel importante

na remodelacdo 6ssea, homeostase neuroendocrina, bem como na regulagéo



da resposta imunoinflamatéria (VGONTzAS et al, 2005). A IL-6 auxilia na
estimulacao da secrecao de anticorpos pelos linfécitos B e estimula a producéo
de proteinas na fase aguda da inflamacao. Niveis séricos aumentados de IL-6,
conhecida como “citocina geriatrica”, tém sido propostos como um marcador
confiavel para fatores de risco cardiovascular (JENNY et al., 2002), diabetes
mellitus (KADO et al., 1999), declinio funcional, morbidade e mortalidade na
velhice e declinios cognitivos em idosos (LICASTRO et al., 2003; CESARI et al.,
2004; JYLHA et al., 2007).

A interleucina-6 (IL-6) esta intimamente envolvida na geragdo de
processos neuroinflamatérios principalmente na regido hipocampal, com
reflexos diretos em comprometimento do processamento das memdérias de
curto prazo (YASUKAWA et al., 1987), reconhecimento e evocacao (ELDERKIN-
THOMPSON et al., 2012). Estes niveis alterados parecem resultar de patologias
subjacentes ou comprometimento cognitivo pré-clinicos associados a deméncia
incidente. Outra explicacdo € que o aumento do estado inflamatério poderia
contribuir causalmente para intensificar alteracbes cognitivas que sé&o
independentes de uma neuropatologia subjacente (ALLEY et al., 2008). Di Bona
et al. (2008) em uma metandlise verificaram que ha uma associagéo
significativa entre polimorfismos que estimulam o aumento da produc¢ao de IL-6

e a predisposi¢ao ao desenvolvimento da DA.

As andlises de expresséo génica em estudos in vitro, demonstraram que
em individuos com DA ocorre um aumento dos niveis de ILs no tecido cerebral
(COLANGELO et al., 2002). Modelos experimentais também demonstraram uma
relacéo direta entre 0 aumento das concentragbes destas citocinas e maiores

danos neurodegenerativos e perdas neurais (ROTHWELL et al., 2000).

Apesar de nao terem sido estabelecidos os mecanismos pelos quais o
processo degenerativo ligado a inflamacgao sistémica ocorre, pesquisas clinicas
de relevante poder estatistico demonstraram que a presenga de niveis
aumentados de IL-6 tem uma associagao positiva com o risco de DA (ERTA et
al., 2012).
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Fator de Necrose Tumoral (TNF-a)

O gene do Fator de Necrose Tumoral (TNF)-a, localizado na regido de
classe Ill dos antigenos leucocitarios humanos (HLA), € um mediador
importante das respostas inflamatorias com multiplas atividades bioldgicas.
Varias areas polimorficas sdo documentadas dentro do cluster gene TNF
(CANDORE et al.,, 2002). O TNF-a é composto por uma cadeia de 157
aminoacidos, produzidos por neutréfilos, Linfécitos T e B ativos, células natural
killers, células endoteliais e células musculares que se ligam aos receptores da
superficie celular. A atuacédo deste fator esta intimamente relacionada com a
resisténcia do hospedeiro a infeccdo. O TNF-a é uma das principais citocinas
liberadas para mediar respostas pro-inflamatorias, no combate de antigenos

(DINARELLO, 1991; BRUUNSGAARD et al., 2003).

A superativacdo da atividade inflamatéria marcada pela liberacdo de
citocinas na regiéo cortical parece ser um importante marcador da presenca de
sinais patologicos da DA (VAsTO et al, 2008). Também foi previamente
observado que pacientes com DA apresentavam niveis significativamente mais
elevados de TNF-a (TARKOwsKl et al., 2000). Este marcador vem sendo
descrito como um importante mediador de respostas inflamatérias com
multiplas atividades bioldgicas, estando diretamente relacionado ao processo
histopatolégico da DA (CANDORE et al., 2004). Analises de estudos in vitro
demonstraram que o TNF-a acelera a produgcdo de peptideo B-amildide
neurotéxico e formagcdo de emaranhados neurofibrilares (MONTGOMERY et al.,
2013).

Alguns polimorfismos do gene TNF modulam a atividade de transcrigdo
e, consequentemente, modulam a producgdo desta citocina. Uma metanalise
verificou que individuos com expressao aumentada deste fator pré-inflamatério
sdo mais suscetiveis a doengas auto-imunes e degenerativas, como por
exemplo a DA (DI BONA et al., 2009). A relacdo entre estas duas variaveis
também ja demonstrou que individuos carreadores do alelo ¢4 da APOE, por
estarem mais suscetiveis ao processo histopatolégico da DA, ocorre o

favorecimento da expressdo do TNF-a (DI BoNA et al., 2009). Portanto, ha
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evidéncias que o gendtipo da APOE possa modular a atividade de transcrigéo

de citocinas pro-inflamatorias, envolvidas na ativagao das células da glia.

Polimorfismo da Apolipoproteina-E (APOE) como Fator de Risco para DA.

A APOE é uma (glicoproteina de 317 aminoacidos presente em
abundéancia no plasma humano, que da origem a algumas proteinas de muito
baixa densidade (VLDL). A APOE desempenha um papel importante no
catabolismo lipidico, promovendo a redistribuicdo de particulas lipoproteicas
até os receptores hepaticos, onde os lisossomos realizardo a degradacéo
destas particulas. Contudo individuos carreadores do alelo ¢4 da APOE
apresentam alteracbes no mecanismo de transporte destes lipideos, o que
promove um déficit nos receptores lipoproteicos, dificultando o catabolismo das
fracbes de baixa densidade do colesterol (LEDUC et al., 2010). De maneira
geral, o alelo €2 esta associado com menores niveis de colesterol plasmatico,
enquanto que a isoforma €4 esta associada com concentragcbes plasmaticas

elevadas do colesterol total e de LDL (MURAKAMI et al., 1993).

O gene da APOE esta localizado no cromossomo 19 (19913.2). A regiéao
transcrita de APOE possui uma grande quantidade de citosinas e guaninas
(respectivamente 31,84% e 37,37% do mRNA transcrito). Em humanos,
existem trés alelos principais para o gendtipo desta apolipoproteina,
decorrentes de apenas duas alteragbes no DNA, chamados de €2, €3 e €4. As
isoformas proteicas produzidas por esses alelos diferem na composi¢cao de
aminoacidos nas posi¢des 112 e/ou 158 (WEISGRABER et al., 1981; RALL et al.,
1982; WEISGRABER et al., 1982): o alelo €2 possui o aminoacido cisteina nas
duas posicdes da proteina (aminoacidos 112 e 158), o €3 tem a cisteina na 112
e uma arginina na 158 (sendo este o alelo mais comum da apoE), enquanto

que o alelo €4 possui argininas nestas duas posigdes.

As distribuicbes alélicas da APOE na populagdo brasileira foram
descritas por Fuzikawa et al. (2007): O alelo mais frequente foi €3 (Cys112,
Arg158) (80%), seguido pelo €4 (Arg112, Arg158) (13,5%) e €2 (Cys112,
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Cys158) (6,5%). Com relacdo a combinagdo genotipica da populagéo
brasileira, os pesquisadores encontraram que o genoétipo €3/ €3 é o mais
comum (63,4 %), seguido das combinacdes €3/ €4 (21,9%), €2/e3 (11,5%),
€4/e4 (1,8 %), €2/€4 (1,4%) e €2/€2 (0,1%).

A APOE também demonstrou estar diretamente envolvida na formagao
de placas amildides no cérebro humano. A sintese desta glicoproteina
predominantemente no figado, mas em humanos o cérebro é o segundo local
onde ocorre a maior sintese de APOE, sendo produzida principalmente por
astrocitos e microglias (BOYLES et al.,, 1985; LIN et al., 1986). Resultados
obtidos a partir de estudos de associagcdo demonstraram que carreadores de
um alelo ¢4 da APOE podem ter um risco aumentado em até 4 vezes para o
desenvolvimento da DA e este risco sobe para até 12 vezes em individuos
homozigbticos para este alelo (FARRER et al., 1997). A identificacdo da variante
€4 do gene APOE, como o fator genético de risco mais comum para a DA de
inicio tardio, sugere que o colesterol pode ter um papel direto na patogénese

da doenca.

Embora ja tenham sido relatados, na literatura, outros marcadores
genéticos para a DA de inicio tardio, o alelo ¢4 do gene da APOE vem sendo o
mais estudado por sua associagdo consistente com o aparecimento desta
doenca. Corder et al. (1998) verificaram que a presenca do alelo ¢4 da APOE
aumentou o risco de DA de maneira dose-dependente de 20 a 90%, podendo
levar a diminuicdo da idade de inicio da doenga de 84 para 68 anos
dependendo do numero de alelos €4. A presenca deste alelo constitui-se como
um significante fator de risco para a DA (CORDER et al., 1993; SAUNDERS et al.,
1993). Esta isoforma da APOE parece ser capaz de aumentar a fibrilogénese
do peptideo B-amildide com um papel especifico na formagcdo das placas
amiléides e emaranhados neurofibrilares (CORDER et al., 1998; CzyzEwskKI et
al., 1998).

Mesmo configurando-se como o mais consolidado fator de risco para o
desenvolvimento da DA, a presenga do alelo ¢4 da APOE, per se, nédo é
suficiente para determinar o aparecimento da deméncia. Apesar de a presenca

do alelo €4 aumentar o risco em até 50% dos diagnésticos de DA de inicio
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tardio, em comparacado com uma frequéncia de apenas 15% para a populagao
geral (CORDER et al., 1993; SAUNDERS et al., 1993), este fator genético néo
determina a instauracdo de um processo demencial. A interacdo entre os
fatores genéticos com fatores relacionados ao estilo de vida vem sendo
indicada como a principal determinante para desencadear processos

degenerativos.

Tendo em vista o estabelecimento de uma associacéo entre risco de DA
e genodtipo da APOE, existe atualmente um grande interesse no papel do alelo
€4 como um fator de risco para o desempenho cognitivo em individuos
cognitivamente preservados (LAUTENSCHLAGER et al., 2005). A identificacéo
destes fatores auxilia na elaboragdo de estratégias preventivas. Um estudo
epidemioldgico conduzido no Brasil indicou que ha uma forte associagédo entre
a presenca do alelo ¢4 da APOE e prejuizos nas fungbes cognitivas de idosos
(QUINTINO-SANTOS et al., 2012). Esta associagcédo foi encontrada somente em
individuos homozigotos (e4/€4), indicando a dependéncia da dose génica no

risco de comprometimento cognitivo

Alteracdes no estado de homeostase do organismo sinalizam para um
aumento da ativacdo do sistema imunolégico e estresse oxidativo. Estas
reagdes podem resultar em um quadro de inflamacgao sistémica crénica. A
presenca do alelo ¢4 da APOE configura-se em um fator de risco para
desencadear processos histopatologicos que favorecem a cascata
amiloidogénica. Estes processos provocam a ativacao da atividade imunologica
do SNC, fazendo com que as células da glia sinalizem para a necessidade de
liberagcéo de citocinas pro-inflamatorias. Estas citocinas estimulam a atividade
de macroéfagos, resultando no aumento do estresse oxidativo e producéo de
excitoxicidade. Portanto, ha evidéncias de uma interacdo entre fatores
genotipicos e favorecimento do processo degenerativo por meio da resposta
inflamatéria. A figura 2 ilustra o ciclo desta interacdo entre inflamacao

sistémica, fatores genéticos e processos neurodegenerativos.
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Figura 2. Implicagbes das interacbes entre o processo patogénico
caracteristico da DA prodrémica. A ativagcédo das células da glia e liberacédo de
citocinas proé-inflamatérias no SNC associadas a fatores periféricos que

intensificam a inflamacgao sistémica.
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O cérebro contém cerca de 30% do colesterol total em individuos
eutréficos e é, portanto, o 6rgdo mais rico em colesterol no organismo. Este
colesterol € necessario para a saude neuronal, bem como para estimular o
crescimento axonal e neuroplasticidade, além de preservar a sinaptogénese

(PFRIEGER, 2003). Estudos experimentais evidenciaram que deficiéncias na
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APOE ou em receptores de HDL resultaram em comprometimento do processo
de aprendizagem e de func¢des relacionadas a memodria, indicando um papel
significativo da APOE na plasticidade sinaptica. O alelo ¢4 é a isoforma da
APOE que indicou maior inibicdo da plasticidade sinaptica no hipocampo e

cortex entorrinal (MULDER et al., 2004).

Os astrocitos sintetizam essencialmente todo o colesterol que é
necessario para o SNC e a barreira hematoencefalica funciona como um filtro,
que impede que quantidades significativas destas lipoproteinas atravessem
para a circulacao periférica (TURLEY et al., 1996). Esta atividade requer a
ligacdo das moléculas de colesterol com as apolipoproteinas. A APOE ¢é a
principal apolipoproteina que realiza a remocdo do colesterol do meio
extracelular e limita o transporte deste lipideo para o SNC (POIRIER, 2003).
Individuos carreadores do alelo €4 demonstraram um comprometimento no
transporte de lipideos, favorecendo as trocas entre os lipideos periféricos e do
SNC (STEFANI et al., 2009). Portanto, em individuos com a isoforma €4, a
hipercolesterolemia pode tornar-se um fator de risco para o desenvolvimento
de processos neurodegenerativos, uma vez que o acumulo de lipideos provoca
lesbes em tecidos. Esta via promove a ativacdo do sistema imunoloégico,
expondo o organismo ao ciclo de inflamagdo crénica que intensifica os

processos degenerativos tanto em nivel central como periférico.

Diante disto, o gendtipo da APOE parece ter um papel fundamental nas
alteragcbes no metabolismo do colesterol e no sistema nervoso central, podendo
representar um potencial risco de desenvolvimento da DA (MENSENKAMP et al.,
1999; EICHNER et al., 2002). Além disso, individuos com altera¢cdes no
metabolismo lipidico estdo mais suscetiveis a exposigcéo prolongada do SNC as
citocinas pro-inflamatorias. A identificagcdo de perfis de risco e marcadores
fidedignos do processo degenerativo pode auxiliar na elaboracdo de
estratégias efetivas na reducdo da conversdo de quadros de CCL para

deméncia (ALBERT et al., 2006).
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Interacdo entre Exercicio Fisico, Genétipo da APOE, Resposta
Inflamatoria e risco de CCL.

Individuos que apresentam fatores de risco genéticos, como a presencga
da isoforma €4 da APOE, parecem beneficiar-se dos efeitos protetores do
exercicio fisico. Podewils et al. (2005) em um estudo prospectivo verificaram
que os beneficios do exercicio fisico regular nos declinios cognitivos foram
mais pronunciados em individuos nao portadores do alelo €4. Entretanto, outros
estudos concluiram que efeitos benéficos do exercicio fisico possuem maior
impacto em individuos carreadores do alelo ¢4 da APOE, em comparagdo com
seus pares portadores das demais isoformas (Rovio et al., 2005; ETNIER et al.,
2007; DEENY et al., 2008).

Carreadores do alelo €4 apresentam mais acentuada agregacdo de
proteina B-amiléide. O acumulo deste peptideo no tecido neural diminui a
producdo de fatores neurotréficos, principalmente do Fator Neurotrofico
Derivado do Cérebro (BDNF), compromete a integridade axonal e
provavelmente estes mecanismos resultem no déficit sinaptico observado na
DA (PooN et al., 2011).

Analises imunohistoquimicas em modelos experimentais indicaram uma
reducao significativa no acumulo de proteina B-amildide por meio de exercicio
fisico, e estas respostas foram mais efetivas do que o controle da ingestédo
alimentar (MAESAKO et al., 2012).

Estudos in vitro demonstraram que a ativacdo da micréglia promove
reducdo do acumulo de proteina B-amiloide, entretanto para a realizagcédo deste
processo, ha uma exposig¢ao prolongada do SNC as citocinas pré-inflamatérias
envolvidas nesta cascata, que resulta em neurotoxicidade e acelera o processo
degenerativo (LEE et al., 2013). Todavia, 0 mecanismo de ativagéo da resposta
inflamatdria ndo é suficiente para conter a agregacgao do peptideo B-amildide e
a hiperfosforilagdo da proteina tau em situagcbes de patologias
neurodegenerativas, e pode intensificar o agravamento da doenca em
decorréncia do desencadeamento da cascata inflamatéria (AGOSTINHO et al.,

2010). Por isso o papel neurotrofico do exercicio, que promove a redug¢ao do
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acumulo de peptideo B-amildide e a hiperfosforilagdo da proteina fau,
configura-se em uma importante via alternativa para a redugdo do processo
degenerativo (MAESAKO et al., 2012), que n&o resulta na liberacdo dos fatores
pro-inflamatérios.

Altas concentracbes de citocinas pro-inflamatorias estado relacionadas
com o processo de envelhecimento e sdo preditoras do aparecimento de
doengas crbénicas (PENNINX et al., 2004). Neste caso, intervencgdes
farmacolégicas possuem um efeito limitado e uma resposta aguda na reducao
da inflamagédo crbnica, indicando a necessidade de um tratamento nao
farmacologico. A pratica regular de exercicios fisicos € associada com uma
reducdo do risco de incidéncia de enfermidades crénico degenerativas em
idosos, mesmo em individuos que iniciam a pratica de maneira tardia
(PETRELLA et al., 2005). Teixeira et al. (TEIXEIRA et al., 2012) em um estudo de
revisdo verificaram que a pratica regular de atividades fisicas € uma terapia
ndo farmacolodgica eficiente para melhorar as fungbes executivas e a memoria
em idosos com CCL. Esta resposta esta diretamente relacionada com a
redugdo da conversdo de CCL para DA e consequentemente com a menor
prevaléncia desta doenca.

Portanto, a pratica de exercicios fisicos pode ser uma alternativa nao
farmacologica eficiente para promover a neuroplasticidade e reduzir o quadro
de inflamacgao sistémica mesmo em pessoas com maior risco genético para o
desenvolvimento da DA. Assim, dado o carater protetor do exercicio fisico
contra o processo degenerativo, um programa de exercicios fisicos configura-
se em um aliado importante na elaboracdo de politicas publicas que visam

reduzir a incidéncia da DA.
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3. OBJETIVOS

1) Analisar os efeitos de 16 semanas de um programa multimodal de

exercicios fisicos nas concentragbes periféricas de marcadores
inflamatérios em idosos com comprometimento cognitivo leve e em

idosos cognitivamente preservados.

2) Analisar se o genétipo da APOE influenciaria o padrdo destas respostas

3)

a este programa.

Identificar se as concentragdes de citocinas pré-inflamatéria, o genétipo
da APOE e a pratica regular de exercicios fisicos contribuiriam para a

predicdo de CCL nos sujeitos.
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4. HIPOTESES

1) Um programa multimodal de exercicios fisicos, realizado durante 16
semanas, contribuiria para a redugédo das concentragdes plasmaticas
de IL-6 e TNF-a.

2) A presencga do alelo ¢4 da APOE, altas concentragdes de IL-6 e TNF-
a e a pratica regular de exercicios fisicos poderiam ser

caracterizados como preditores de CCL nos sujeitos.
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5. METODOS

Delineamento da Pesquisa

O delineamento utilizado foi de um ensaio clinico controlado e
prospectivo com duracdo de 16 semanas. Todas as avaliagbes foram
conduzidas por avaliadores experientes que desconheciam a distribuicdo dos
participantes em cada grupo. Os avaliadores nao participaram do protocolo de

intervencao (single-blinded).

SUJEITOS

Recrutamento e Caracterizagao da Amostra

Os participantes foram recrutados a partir de uma coorte de idosos
voluntarios, residentes no municipio de Rio Claro, SP. Foram admitidos idosos
de ambos o0s sexos, com deambulagdo independente e que néo
apresentassem diagnostico clinico de deméncia e/ou condigbes
neuropsiquiatricas. O recrutamento dos participantes foi realizado por meio de
convites realizados em midias (jornais, radio, televisdo) para divulgagdo do
projeto.

Foram excluidos da amostra os participantes que apresentavam
restricdes a realizacao dos testes motores (comorbidades osteomioarticulares,
labirintopatias, cardiopatias e doencgas respiratorias), uso continuo de
medicamentos antiinflamatoérios (esteroidais e né&o-esteroidais) e de pB-
bloqueadores.

A partir da primeira triagem, 89 idosos de ambos os sexos realizaram o
protocolo de avaliagao clinica e a analise do perfil de marcadores inflamatérios.
Esta amostra foi distribuida em diferentes grupos, de acordo a condi¢cao
cognitiva e a participagao no programa multimodal de exercicios fisicos.

Para a analise dos dados, apenas foram inseridos na amostra de
individuos de ambos os grupos de treinamento, aqueles sujeitos que

frequentaram pelo menos 70% do total de 48 sessbes que compuseram o
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programa multimodal de exercicios fisicos. Estudos preliminares demonstraram
que frequéncias em torno de 70% asseguram os beneficios de um programa de
exercicios fisicos para individuos idosos (VAN UFFELEN et al., 2008; VAN
UFFELEN et al., 2009). Ao final do periodo de intervencdo, o numero de
participantes que completaram todas as avaliagbes e compuseram a amostra
do estudo foi de 67 participantes.

A figura 3 ilustra o diagrama de fluxo com as intercorréncias que
resultaram em abandono por alguns sujeitos entre os periodos pré-treinamento

e apo6s as 16 semanas do periodo de intervencéo.
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Todos os sujeitos do estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (ANEXO 1). O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e
Pesquisa do Instituto de Biociéncias, UNESP, Campus de Rio Claro (CEP-IB-
UNESP), protocolo #7143/2011 (ANEXO 2).

Protocolo de Avaliagdao da Condigao Cognitiva

A avaliacdo da condicdo cognitiva foi realizada por avaliadores
experientes que desconheciam a alocagcdo dos sujeitos em relagdo aos
grupos. Nenhum dos avaliadores participou do protocolo de intervencao
(‘single-blinded’). Todos os avaliadores foram treinados especificamente para
a aplicacao dos referidos testes.

O escore clinico de deméncia (CDR) (HUGHES et al., 1982; MORRIS,
1993) foi utilizado para evitar que participantes com sintomas de deméncia
fossem incluidos na amostra. S6 foram admitidos para a analise dos dados,
individuos que apresentassem escores entre 0 e 0,5 pontos na CDR. Este
instrumento tem por objetivo avaliar e classificar a gravidade da deméncia. O
teste avalia a influéncia das perdas cognitivas na capacidade de se realizarem
adequadamente as atividades da vida diaria. Este instrumento esta dividido
em seis categorias cognitivo-comportamentais: memoria, orientacao,
julgamento ou solugao de problemas, relagbes comunitarias, atividades no lar
ou de lazer e cuidados pessoais. Cada uma dessas seis categorias €
classificada em: 0 (nenhuma alteragéo); 0,5 (questionavel); 1 (deméncia leve);
2 (deméncia moderada); e 3 (deméncia grave).

Como instrumento de rastreio cognitivo, foi utilizado o Montreal
Cognitive Assessment (MoCA) (NASREDDINE et al., 2005). O MoCA é um teste
de rastreio cognitivo estruturado sob forma de entrevista capaz de detectar os
graus de comprometimento cognitivo. Este instrumento é constituido por um
protocolo breve, cujo tempo de aplicacdo é de aproximadamente 10 minutos
em individuos sem deméncia. O MoCA permite a avaliacdo de diferentes
dominios cognitivos: atengdo e concentragédo, fungdes executivas, memoria,
linguagem, capacidades visuo-construtivas, capacidade de abstragao, calculo e

orientacdo A pontuacdo a ser atingida pode variar de 0 a 30 pontos. Os
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estudos originalmente realizados (NASREDDINE ef al., 2005) indicam que o
MoCA possui boa consisténcia interna (a Cronbach = 0,83) e elevada
confiabilidade teste-reteste (r =0,92, p<.001). Este teste vem sendo aplicado
principalmente visando avaliar o comportamento das fungdes cognitivas e com
boa sensibilidade para rastreio de alteragbes cognitivas em idosos.

A funcionalidade foi considerada como o conjunto de habilidades que
permitem o desempenho das atividades da vida cotidiana e foi avaliada por
meio do Questionario de Atividades Instrumentais de Pfeffer (PFEFFER et al.,
1982). Este instrumento é composto por 10 questbes com respostas que
podem ser pontuadas entre um e trés de acordo com o grau de desempenho
do paciente. Ele avalia a capacidade para o desempenho das atividades
instrumentais da vida diaria, como por exemplo, atender a um telefonema,
lidar com dinheiro e lembrar-se de compromissos. O escore maximo equivale
a 30 pontos. Sujeitos que alcangarem escores superiores a cinco pontos sao
considerados como tendo comprometimento funcional. Além disso, os
participantes e seus acompanhantes (no caso do grupo com CCL) foram
questionados com relagédo a funcionalidade, tanto no ambiente doméstico,
como no contexto social mais complexo.

Os sintomas depressivos foram avaliados por meio da Escala de
Depressédo em Geriatria-versdo, versdo breve (GDS-15) (YESAVAGE et al.,
1982; SHEIKH et al., 1986). A GDS com 15 itens (GDS-15) (SHEIKH et al.,
1986) € uma versao breve da escala original e foi elaborada a partir dos itens
qgue mais fortemente se correlacionavam com o diagnostico de depressdo. Em
nosso estudo, o controle dos sintomas depressivos foi avaliado como uma
variavel confundidora em decorréncia da interferéncia que estes sintomas

apresentam no comportamento das fung¢des cognitivas.

Comprometimento Cognitivo Leve

O termo comprometimento cognitivo leve (CCL) tem sido amplamente
utilizado para descrever individuos com comprometimentos em um ou mais
dominios cognitivos, sem evidéncia de comprometimento funcional leve e que,

portanto, ndo preenchem os critérios para o diagndéstico clinico de deméncia
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provavel. O diagnostico de CCL tém sido associado com maiores taxas de
progressao para DA. Individuos com CCL podem ser classificados como
amnésticos, se o0 dominio de memoéria for predominantemente prejudicado ou
ndo-amnésticos, no caso de os déficits serem observados em outras fungdes
cognitivas. Também podem ocorrer comprometimentos em um unico dominio
das fungbes cognitivas, ou em multiplos dominios. Estima-se que individuos
com CCL amnéstico apresentem uma taxa de conversdo de 48,7%, contra
26,8% em individuos com CCL nao-amnéstico (FORLENZA et al., 2013). Uma
grande propor¢ao de individuos classificados com CCL pode retomar as
fungdes cognitivas normais (‘backconversion’) ou manter déficits cognitivos

estaveis, ndo evoluindo para deméncia (VISSER et al., 2006).

A deteccdo do CCL leva em conta uma série de critérios clinicos,
estabelecidos por Petersen (2004). O individuo deve relatar como

caracteristicas principais:
1) alterag¢des nas fungdes cognitivas.

2) comprometimento em um ou mais dos dominios cognitivos (alteracdes de
memoria, afasias, apraxias ou agnosias e alteracdes nas fungbes executivas)

a partir de baterias de testes neuropsicologicos.

3) execugao das atividades funcionais, essencialmente provenientes do escore
clinico de deméncia (CDR) e da avaliagdo das atividades instrumentais

(questionario de atividades instrumentais de Pfeffer) e;

4) auséncia de deméncia (segundo os critérios do manual diagnostico e
estatistico de transtornos mentais (DSM-1V) (2003).

O Montreal Cognitive Assessment (MoCA) (NASREDDINE, PHILLIPS,
BEDIRIAN et al., 2005) ja foi traduzido para mais de 30 idiomas e vem
demonstrando ser uma ferramenta com boa sensibilidade para a deteccao de
CCL. O MoCA é mais abrangente e mais exigente com relacado a funcbes de

memoria e executivas. Esta caracteristica torna o MoCA mais sensivel a
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déficits cognitivos leves (SIKAROODI et al.,, 2013). O ponto de corte do MoCA
utilizado para detecgcdo de CCL em idosos brasileiros foi de 25 pontos
(MEMORIA et al., 2013). O estudo de validagao da versdo do MoCA para idosos
brasileiros demonstrou que este ponto de corte apresentou um bom equilibrio
entre sensibilidade (81%) e especificidade (77%) para deteccao de CCL
(MEMORIA et al., 2013). Além disso, também foram observados bons valores de
consisténcia interna (a Cronbach=0,75) que confirmam a acuracia deste teste

para o rastreio de CCL.

A combinacgao de testes de rastreio cognitivo € uma estratégia comum
para aumentar a precisdo do diagnostico de deméncia na pratica clinica. Em
geral, isso gera maior sensibilidade e especificidade e auxilia na distingdo entre

quadros de CCL e envelhecimento normal (BOTTINO et al., 2009).

Protocolo de Avaliagao Fisica:

O Questionario de Baecke Modificado Para Idosos (QBMI) (VOORRIPS et
al., 1991) foi utilizado para estimar o nivel de atividade fisica, abrangendo trés
areas basicas: atividades domésticas, atividades esportivas e atividades de
lazer. Este instrumento foi aplicado para assegurar maior homogeneidade
possivel com relagdo ao nivel de atividade fisica dos participantes da pesquisa
no periodo pré-treinamento.

A bateria de testes motores da AAHPERD (CLARK, 1989; OSNESS et al.,
1990) (ANEXO 3) foi utilizada para medir a aptidao por meio da avaliagado dos
componentes de capacidade funcional. Esta bateria € constituida por testes
que verificam: a) flexibilidade — teste de alcancar sentado; b) resisténcia de
forca — envolve a resisténcia de forca de membros superiores, mas também
representa uma boa predi¢ao da forga total; c) coordenagcao motora — eficiéncia
neuromuscular dos bracos e maos; d) agilidade e equilibrio dindmico — envolve
atividade total do corpo com movimentos para frente, mudancas de dire¢do e
posicao do corpo; e) resisténcia aerobia geral — reflete a capacidade aerdbia e
a habilidade de andar. Para os testes de flexibilidade e for¢a, considera-se que,

quanto maior o resultado obtido, melhor o desempenho do participante. A
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bateria da AAHPERD apresenta bons critérios de validade e confiabilidade para
idosos brasileiros (ZAGO et al., 2003).

O indice de Aptidao Fisica Geral (IAFG) foi calculado a partir das tabelas
de valores normativos baseados nos escores percentis dos 5 testes
desenvolvidos (ZAGO et al., 2003). A bateria da AAHPERD é compreendida de
testes de facil aplicacao e baixo custo. Os resultados obtidos permitem inferir o

desempenho funcional nas atividades diarias dos idosos.

Protocolo de Avaliagao Laboratorial:

As andlises laboratoriais foram realizadas no Laboratério de
Neurociéncias (LIM-27) do Departamento e Instituto de Psiquiatria da
Faculdade de Medicina da USP (Sao Paulo/SP).

Para a andlise das concentragdes plasmaticas dos marcadores
inflamatérios — Interleucina-6 e TNF-a, foram coletadas amostras de sangue
(25 mL) em tubos com EDTA (acido etilenodiamino tetracético) (Vacuette®), no
periodo da manha, apds um periodo de oito horas de jejum. O sangue coletado
foi imediatamente centrifugado a 5000 rpm durante 5 minutos para a obtencgéo
do plasma. O sobrenatante foi congelado a uma temperatura de -20°C. Os
niveis plasmaticos de marcadores inflamatérios foram mensurados de acordo
com os procedimentos fornecidos pelos fabricantes. Foram utilizados reagentes
de kits especificos para ensaio imunoenzimatico (ELISA) com os anticorpos
para Interleucina-6 e Fator de Necrose Tumoral-a (Quantikine, R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA). Todas as amostras foram realizadas em duplicata e
as concentracdes expressas em pg /ml. Os limites de detecgao foram de 0,1 pg
/ ml e os valores abaixo dos limites de detecgédo foram assumidos como sendo
zero.

Para se identificar os polimorfismos da APOE, foram realizadas a analise
da expressao génica por meio de PCR (polymerase chain reaction) e a analise
do polimorfismo de tamanho dos fragmentos de restricdo (RFLP, restriction
fragment length polymorphism) por reacédo enzimatica. O DNA genomico foi
isolado a partir do sangue total de cada individuo. A genotipagem da APOE foi

determinada por meio de um ensaio de discriminagao alélica TagMan 5'-
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exonuclease obtida a partir de Applied Biosystems® (Foster City, CA, USA)
com primers. Esta metodologia utiliza dois ensaios por PCR para triagem de
polimorfismos de nucleotideo unico (rs429358, rs7412) dentro do exon 4 do
gene APOE. Os resultados dos ensaios individuais foram usados para
determinar o gendtipo da APOE e a frequéncia de ocorréncia do alelo €4
(APOEg4).

Para se determinar as concentragcdes de colesterol total, HDL, LDL,
triglicéridos e glicose foi utilizado o método de Ensaio Imunoenzimatico
(ELISA) com kits de reagentes especificos para cada uma das concentragdes

correspondentes (Laborlab ®, Guarulhos, S&o Paulo / Brasil).

Protocolo de Interven¢ao Motora:

Em atendimento as recomendagdes do colégio americano de medicina
esportiva (2009) o programa foi estruturado para manter-se em intensidades
moderadas e promovendo o recrutamento dos principais componentes da
capacidade funcional, visto que declinios seletivos significativos sé&o
observados a partir do processo de envelhecimento e apresentam um
importante impacto na funcionalidade do individuo idoso. Além disso,
exercicios fisicos intensos e extenuantes podem aumentar a producdo de
citocinas inflamatorias, comprometendo o sistema imunol6gico desta amostra,
podendo representar um potencial viés de acordo com o objetivo do estudo.

Os participantes foram instruidos a exercitarem-se entre 60%-80% de
sua frequéncia cardiaca maxima (FCM) seguindo a recomendacéo do colégio
americano (2009). A equacéo de predigédo para a FCM utilizada foi a de Tanaka
et al (2001) para homens e mulheres sedentarios. Monitores Cardiacos
(frequencimetro) foram utilizados para controlar a intensidade das sessdes de
treinamento, entretanto nao foi possivel obter as taxas de FC de cada um dos
participantes em todas as sessbes por ndo haver uma quantidade suficiente de
monitores cardiacos disponiveis, sendo necessario um rodizio aleat6rio entre
os idosos que estavam realizando as sessbes de exercicio para o controle
desta variavel. Assim, tal procedimento pode ser considerado uma potencial

limitagdo para determinacao fidedigna da intensidade do programa realizado. O
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grafico 1 mostra os dados de frequéncia cardiaca média observada durante
uma sessao de treinamento para exemplificar o controle da intensidade de

esforgo realizado durante o treinamento.

Grafico 1. Comportamento da frequéncia cardiaca durante uma sessao de

treinamento
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O treinamento foi composto por 3 sessdes semanais (dias né&o
consecutivos) com duragdo de 60 minutos, cada sessdo. Cada sessédo do
treinamento foi estruturada de forma a conter atividades que priorizassem o
equilibrio, agilidade, capacidade aerdbia/ aptiddo cardiorrespiratoria e
resisténcia de forga.

Os participantes do grupo de intervencdo motora realizaram um
treinamento dividido em seis fases, sendo que cada fase teve duragdo de
quatro semanas (12 sessobes). A tabela 1 ilustra a organizacao do treinamento
durante uma fase, bem como o tipo de atividade realizada durante as sessdes.
Ao final de cada fase era realizado o reajuste da carga de trabalho, visando
atender ao principio de sobrecarga progressiva, para que as intensidades de
esforgo se mantivessem entre 60 e 80% da FCM.

O programa multimodal de exercicios fisicos era composto de atividades

que buscavam mobilizar predominantemente o metabolismo aerdbio. Em todas
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as sessoes eram realizados diferentes tipos de atividades para estimular, todos
os componentes da capacidade funcional. O protocolo de treinamento ja foi
previamente publicado (NASCIMENTO et al., 2013).

O  comprometimento  funcional progressivo  decorrente  do
envelhecimento normal pode ser atenuado com estratégias que estimulem os
componentes funcionais. Tais estratégias reduzem os efeitos do
empobrecimento de estimulos decorrentes da reducdo da mobilidade e da

execugao das atividades da vida diaria.

Tabela 1. Modelo de distribuicdo e estrutura das sessbes de treinamento do
programa multimodal de exercicios fisicos.

Aquecimento

10 min.
Sequencia 1 Sequencia 2 Sequencia 3 Sequencia 4
Resisténcia de Resisténcia Resisténcia de _—
"y Equilibrio
Forca Aerdbia Forca
Coordenacso Resisténcia de Equilibrio Resisténcia
¢ Forca Aerobia
ReS|s’Eer_10|a Coordenacéo Resisténcia Aerdbia Coordenagéao
Aerbbia

Relaxamento e Volta a Calma
5 min.
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6. ANALISE E PROCESSAMENTO DOS DADOS

O poder estatistico da amostra e o Effect Size foram calculados com o
software G*Power 3, versdo 3.1.4. O poder estatistico estimado para nossa
amostra foi de 89% (1-p=0.89) (FAuUL et al., 2007)

A andlise dos dados foi realizada comparativamente, visando-se
analisar os resultados com relacdo a duas condi¢des diferentes: 1) Pratica
regular de exercicios fisicos; 2) Gendtipo da APOE (presenca do alelo €4).

As variaveis para caracterizacdo da amostra, que satisfaziam os
pressupostos de normalidade foram apresentadas por meio de médias e
desvios-padréo, e suas comparacgdes realizadas por meio de Analise de
Variancia. No caso das variaveis que nido atendiam aos pressupostos para
estatistica paramétrica ou que eram categéricas, os dados foram apresentados
por meio de medianas e amplitude interquartil. Para as comparacdes entre
grupos para estas variaveis, foi realizado o teste Kruskall-Wallis. Para as
analises que compreendiam a comparacgao de frequéncia de ocorréncia (%) foi
realizado o teste qui-quadrado (x?). Quando necessario, realizou-se o post-hoc

de Bonferroni.

1) Para se verificar os efeitos do programa multimodal de exercicios
fisicos com relacdo a condicao cognitiva (CCL x cognitivamente
preservados) foi realizada uma Analise Multipla de Variancia (ANOVA 4X2),
considerando-se como variaveis de entrada os 4 “grupos” e os “momentos”
(pré e pés-treinamento).

2) Para se verificar os efeitos do programa multimodal de exercicios
fisicos com relacdo ao gendétipo da APOE (carreadores do alelo €4) foram
realizadas comparagdes nos momentos pré e poés-programa multimodal de
exercicios fisicos por meio do teste de Wilcoxon. Devido as diferengcas no
numero de participantes carreadores e n&o-carreadores do alelo €4 da
APOE em decorréncia da baixa incidéncia deste polimorfismo, foi utilizada

estatistica ndo-paramétrica para amostras pareadas.
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3) Os coeficientes de correlacdo de Pearson foram calculados para
se verificar o grau de associagao entre as variadveis pesquisadas. Também
foi realizado um modelo modelo de regressédo logistica para avaliar a
associagdo de marcadores inflamatorios, pratica de exercicios fisicos e
perfil dislipidémico com CCL. Foi relatada a probabilidade de ocorréncia
(odds ratio (OR)) e intervalos de confianga (IC 95%). Foram examinados os
efeitos dos biomarcadores como uma variavel continua. Para todas as
analises foi admitido um nivel de significancia de 5% (p<0,05). Foram
considerados como tendéncias os resultados cujo nivel de significancia
variou entre 5% e 10% (0,05<p<0,10).
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7. RESULTADOS

Comparar e verificar os efeitos de um programa multimodal de exercicios
fisicos em idosos com CCL e cognitivamente preservados.

Caracteristicas da amostra

O estudo envolveu 67 idosos, distribuidos em quatro grupos. A alocagéo
dos participantes foi realizada a partir da distribuigéo:
1) 15 sujeitos cognitivamente preservados que realizaram um programa
multimodal de exercicios fisicos (GTpreservado.);
2) 20 sujeito com CCL que realizaram um programa multimodal de exercicios
(GTccL);
3) 15 sujeitos cognitivamente preservados que n&o participaram de nenhum
tipo de intervencdo motora regular e sistematizada durante um periodo de no
minimo 12 meses que antecedeu a coleta de dados, bem como durante o
periodo em que a pesquisa foi realizada (GCpreservado);
4) 17 sujeitos com CCL que né&o participaram de nenhum tipo de intervencgéo
motora regular e sistematizada durante um periodo de no minimo 12 meses
que antecedeu a coleta de dados, bem como durante o periodo em que a
pesquisa foi realizada (GCccL).

As principais caracteristicas clinicas e sociodemograficas encontram-se

na tabela 2.
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Tabela 2. Caracteristicas clinicas e sociodemograficas no momento pré-treinamento

GRUPOS TREINAMENTO

GRUPOS CONTROLE

Cognitivamente CCL Cognitivamente CCL
Preservados Preservados p
N=15 N=20 N=15 N=17
Idade (anos)® MédiatDP 66,6+7,9 67,3+5,3 68,1+5,7 68,5+5,9 p=0,43
Escolaridade (anos)? MédiatDP 5.613.4 6.614.2 7.816.2 7.314.3 p=0,10
Indice de Massa Média+DP 25,4458 26,5+4.6 27,244 4 27,7¢49  p=0,38
Corporal
Nivel de Atividade Mediana _
Fisica (pontos)” (AIQ) 7,2 (3) 7,5(4) 6,5 (3) 6,5 (4) p=0,22
IAFG° 259.31£66.9 262.3+59.9 244 .8+72.1 251.7+74.3 p=0,10
%Muito Fraco/Fraco oo ancias 28:/° 54% 19% 19%
%Regular 36% 27% 44% 45% p=0,12
% Bom/Muito Bom 36% 19% 37% 36%
Género® Frequéncias 6/9 7/13 5/10 5/12 _
p=0,38
Homens/Mulheres
Diabetes® A
Frequéncias 2/13 3117 114 2/15 p=0,87
[
HAS Frequéncias 4/11 6/14 3/12 6/11 p=0,89
C
APOE-4 Frequéncias 4/11 5/15 3/12 4/13 p=0,21
HDL (mg/dl)® MédiatDP 47,8+16,8 45,1£15,5 43,7£15,3 44,6+13,7 p=0,63
LDL (mg/dl)? MédiazDP 105,3+22,6 113,5+£32,9 115,8+22,6 118,4122,0 p=0,47
Triglicerideos (mg/dl)? MédiaztDP 125,7+30,7 127+28,8 135,9+34,8 130,1+£29,2 p=0,27
Glicose (mg/dl)?® MédiatDP 86,5+7,8 90,4+9,8 90,2+11,5 92,7£13,2 p=0,43
Mediana . N
MoCA (pontos)® (AlQ) 27.(2) 20 (6) 27.@) 21(6) p<0,001
Mediana
GDS (pontos)® (AIQ) 0,5 (2) 1,5(2) 1,0 (2) 1,5 (3) p=0,32
Mediana -
QAI Pfeffer® (AIQ) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) p=0,96

Legenda: CCL: Comprometimento Cognitivo Leve; IAFG: Indice de Aptiddo Funcional Geral; HAS: Hipertensao
Arterial Sistolica; HDL: Colesterol de Alta Densidade; LDL: Colesterol de Baixa Densidade; MoCA :Montreal

Cognitive Assessment; GDS: Escala de Depressédo em Geriatria; QAl: Questionario de Atividades Instrumentais

de Pfeffer.

A=Comparagdes por meio de ANOVA one-way seguido de post hoc de Bonferroni (p<0,05)
B=Compara<;c")es por meio de teste de Kruskall-Wallis (estatistica nao-paramétrica) seguido de post hoc de

Bonferroni (p<0,05)

C=Compara(;c">es por meio de teste Qui-Quadrado (p<0,05)
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O gréfico 2 ilustra a distribuicdo dos alelos da APOE na amostra total. O
grafico 3 mostra detalhadamente esta distribuicdo nos grupos de idosos
cognitivamente preservados (a) e com comprometimento cognitivo leve (b).
Nenhum participante da pesquisa foi identificado como homozigético para o
alelo €4 da APOE.

Grafico 2. Distribuicdo da combinagao de alelos do gendtipo da APOE na
amostra total de idosos avaliados (n=67).

Distribuicdo Alelica do Genétipo da APOE

-E2/E2

7
E3/EQ - 3% Ep2E3
19% /) < 10%
[E2/E4
8%

Grafico 3. Distribuicdo da combinagédo de alelos do genétipo da APOE nos
grupos de (a) idosos cognitivamente preservados (n=30) e (b) idosos com

comprometimento cognitivo leve (n=37):

Genotipo da APOE por grupos

E2/E2 E3/E4 Eff
E3/E4 6% E2/E3 19% _
/ _14%

20%
9%

Grupo CCL Grupo Cognitivamente Preservado

-EZ/E4
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Componentes da Capacidade Funcional

Com relacado aos componentes da capacidade funcional, a ANOVA one-
way, seguida de post-hoc de Bonferroni, indicou que o0s grupos nao
apresentavam diferencgas significativas no momento pré-treinamento (p >0.05).
A tabela 3 apresenta os resultados (médias, desvios padrao e significancia) da
analise estatistica pré e pds-treinamento (padronizar: treinamento, exercicio,
programa, intervencao?), bem como os efeitos de interagcao entre os momentos
(pré e poés-treinamento) e os grupos para a analise multivariada. Observou-se
um efeito principal de interacdo, demonstrando uma melhora dos grupos que
realizaram o programa multimodal de exercicios fisicos no componente da
capacidade funcional resisténcia aerobia (p=0,05). Os grupos-controle nao
apresentaram alteracbes significativas para este componente da capacidade
funcional.

Além disso, o indice de Aptiddo Fisica Geral também apresentou uma
melhora significativa para os grupos que realizaram o protocolo multimodal de
exercicios fisicos proposto (GTpreservado € GTccL) enquanto houve manutengéo
deste indice de capacidade funcional geral para os GC (Tabela 3).

A tabela 4 exibe as classificagdes de todos os grupos de Treinamento e
Controle em relagdo a sua Aptiddo Fisica Geral baseada nas tabelas de
valores normativos de Zago e Gobbi (2003). O teste qui-quadrado demonstrou
que os idosos que realizaram o protocolo multimodal de exercicios fisicos, com
e sem CCL, melhoraram seus indices de aptiddo funcional geral
significativamente quando comparados aos seus pares alocados no Grupo
Controle (X2=10,O1; p=0,04). Estes resultados indicam que o protocolo proposto
promoveu melhoras significativas nos componentes da capacidade funcional de
idosos (Tabela 4).
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Tabela 3. Resultados dos dados nos momentos pré e pds-treinamento: médias
e desvios-padrao das variaveis motoras

(componentes da capacidade

funcional).
Medidas Pré- Pos- Momento Momento x
Treinamento  Treinamento Grupo
GTpesonvado ~ MédiatDP 52 24197 54,7+15,2
(F'extiPi”dtade) GTea Média+DP  56,2+12,3 57,2+13,6 Fues=053:  Fa.5=0,63:
centimetros T ’ ’
GCpresevato MédiazDP 53 8+11,31 54,0+11,9 p=0,82 p=0,60
GCcaL MédiatDP 52 2+17,06 52,9417 4
GTpreservado ~ MédiaxDP 12,6+4,0 13,0£3,5
C°°fde”d3930 GTeaL MédiatDP 12,022 11,742,6 Fass=0,15;  Fys5=0,81;
(segundos) GCpresevado  MédiaDP 13,4435 13,243,7 p=0,70 p=0,49
GCeolL MédiatDP 14,8+3,3 13,5+4,4
GTpreservado MédiatDP 24,7432 23,2422
Agilidade (segundos) GTcct MediatDP 24,1+2,4 22,812,3 F355=0,12; F3,55=0,59;
GCpresevado MédiazDP 26,146,3 25,9+5,6 p=0,73 p=0,62
GCcaL MédiatDP 27,2433 27,13+26,7
Mediana
GTpreservado (AlQ) 26 (10) 26 (6)
isténci GT Mediana 28 (7) 26 (6)
e ST o)
GC Mediana 22 (5 23 (6 pr0.88 pe0.24
preservado (AIQ) ( ) ( )
Mediana
GCeccL (AIQ) 23 (9) 22 (8)
Aptldéo GTpreservado MédlaiDP 8;3711 ,1 7’910’991-
Cardiorrespiratoria ~ GTceL MédiatDP 8,14%1,27 7,3%1,41 F355=0,45; F155=2,81;
(minutos) GCpreservato ~ MédiatDP 8,612,0 8,8+1,5 p=0,50 p=0,05
GCeccL Media+DP 9,15%1,5 9,7+2,3
Mediana
GTpreservado (AIQ) 280 (149) 311 (148) t
indice de aptidao Mediana
Funcional Geral GTeel (AIQ) 167 (156) 228 (177) 1 F355=0,10; F355=3,99;
i =07 =
(pontos) GCresonads Mediana 281 (98) 288 (167) p=0,76 p=0,01
(AlIQ)
Mediana
GCcal (AIQ) 264 (107) 259 (99)

Legenda: AlIQ= Amplitude Interquarti; GT=Grupo treinamento; GT¢c = Grupo treinamento com
comprometimento cognitivo leve; GC=Grupo controle; GCcc =
comprometimento cognitivo leve.

1 Valores significativamente menores em comparagdo com os grupos controle (GC e GCccy).

Grupo controle com
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Tabela 4. Percentual e Classificacdo dos resultados do indice de Aptiddo
Funcional Geral (IAFG) de idosos praticantes e nao praticantes de um
programa multimodal de exercicios fisicos por um periodo de 16 semanas.

Classificagéo GTpreservado GTCCL chreservado GCCCL
segundo IAFG

(GOBBI E ZAGO, 2003) , , , , , L, , ,
Pré Pos Pre Pos Pré Po6s Pré Pos

%Muito Fraco/Fraco 28% 18% 54% 36% 19% 31% 19% 18%
%Regular 36% 27% 27% 36% 44% 19% 45% 64%
%Bom/Muito Bom 36% 55% 19% 28% 37% 50% 36% 18%

Legenda: IAFG: indice de Aptiddo Funcional Geral; GTpreservado:  Grupo Treinamento
cognitivamente preservado; GTcc : Grupo Treinamento com Comprometimento Cognitivo Leve;
GCpresenvado:  Grupo Controle cognitivamente preservado; GCcc: Grupo Controle com
Comprometimento Cognitivo Leve.

Exercicio Fisico, marcadores inflamatorios e cognigao.

Os resultados dos grupos participantes estdo apresentados na tabela 5
Uma ANOVA two-way e foi realizada para se verificar os efeitos multivariados.
Para se identificar especificamente quais grupos apresentaram as alteragdes
observadas nos efeitos de interacéo, foram realizadas analises univariadas.

Os grupos de individuos com comprometimento cognitivo leve
apresentaram maiores concentragbes periféricas de TNF-a (F=4,83; p=0,02) e
de IL-6 (F=2,88; p=0,04) quando comparados com os idosos cognitivamente
preservados no momento pré-treinamento. Apos o periodo de 16 semanas,
ambos 0s grupos que realizaram o protocolo multimodal de exercicios fisicos
apresentaram redugdo significativa nas concentragcbes periféricas de TNF-a
(F362= 4,06; p=0,01) e de IL-6 (F362= 3,31; p=0,02). Os dados referentes as
concentragcbes periféricas das citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-6 nos
periodos pré e pds-treinamento estdo apresentados na tabela 5.

Adicionalmente, os sujeitos que realizaram o protocolo multimodal de
exercicios fisicos também se beneficiaram com redugdes significativas nos

parametros dislipidémicos. Houve uma reducao significativa nas concentragcdes
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de colesterol LDL (Fsg2= 3,41; p=0,02) tanto para 0 GTpreservado (115,3£22.2
mg/dL para 102,5+24,6 mg/dL), quanto para o GTccL (113,5+32,9 mg/dL para
101,9+26,9). Os niveis periféricos de triglicerideos totais também apresentaram
uma reducao significativa (Fze= 3,59; p=0,02) para 0 GTpreservado (115,7£30,7
mg/dL para 107,5+18,6 mg/dL) e para o GTccL (127,4£28,8 mg/dL para
110,21+24,9).

Com relacdo aos parametros cognitivos, a melhora estatisticamente
significativa foi observada apenas para grupo que apresentava
comprometimento cognitivo leve (GTccL) nos escores do Montreal Cognitive
Assessment (F3e2= 5,21; p=0,03) (tabela 6) . A proporcédo de pessoas que
pontuaram <25 no MoCA (ponto de corte para CCL em idosos brasileiros)
diminuiu 20% (nwta=4 casos) . O tamanho do efeito encontrado para esta
variavel foi entre moderado (ES=0,42), provavelmente em decorréncia do

tamanho dos grupos.
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Tabela 5. Efeitos de 16 semanas de um programa multimodal de exercicios fisicos nas
concentragbes periféricas das citocinas pro-inflamatorias: Fator de Necrose Tumoral-a e

Interleucina-6.

Pré

Pos

Treinamento Treinamento

Interleucina-6

(”—'6) @ T GTpreservado 111310,2* 1,0510,21

(pg/ml) GTeaL 1,55+0,3 1,37x0,3* 0,01
GCpreservado 1,18+0,3* 1,23+0,4
GCccL 1,61+0,4 1,60+0,4

Fator de Necrose Tumoral

(TNF-a) #t GT preservado 1,37+0,3* 1 ,2910,3I

(pg/ml) GTeaL 1,74+0,5 1,55+0,5+ 0,02
GChpreservado 1,25+0,2* 1,24+0,2
GCccL 1,81+0,4 1,80+0,5

Legenda: °= valores apresentados por meio de médiatdesvio-padréo; GTpreservado:  Grupo Treinamento

cognitivamente preservado; GTcc: Grupo Treinamento com Comprometimento Cognitivo Leve; GCpreservado:
Grupo Controle cognitivamente preservado; GCcc : Grupo Controle com Comprometimento Cognitivo Leve.

T Interagéo estatisticamente significativa (p<0,05) entre os grupos e os momentos pré e pés-intervengéo.

* Diferenca estatisticamente significativa entre os grupos no momento pré-treinamento;

* Diferenga estatisticamente significativa entre os momentos pré e pds-treinamento.
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Tabela 6. Efeitos de 16 semanas de um programa multimodal de exercicios fisicos nas

funcdes cognitivas e subdominios do MoCA.

GRUPO TREINAMENTO GRUPO CONTROLE
coL Cognitivamente coL Cognitivamente
Preservado Preservado
Pré Pébs Pré Pés Pré Pés Pré Pés

Montreal Cognitive Assessment
(pontos) °+
Fungdes Executivas t
(max. 5 pontos)
Atengao/Concentragéao t
(max. 6 pontos)
Nomeacéo
(max. 3 pontos)
Linguagem
(méx. 3 pontos) 2(1) 2(1) 3(1) 3(1) 2(1) 2(1) 3(1) 3(1)

Abstragéo 1,5(0,5) 150,5) 2(1) 2(1) "

19(4) 23(3* 26(3) 26(5) 21(6) 20(8) 27(5) 26(8)
3(1)  4(1) 5(1) 5(1) 4(1) 3(1) 5(1) 5(1)
4 (1) 51 5(1) 5(1) 4(1) 4(1) 501 5(1)

3(1) 3(1) 3(1) 3(1) 3(1) 3(1) 3@ 301

(max. 2 pontos) (0,5)

Memoria

(méx. 5 pontos) 3(1) 3(1) 40,5 4(1) 3(0,5 3(1) 5(1) 5 (1)
Orientagéo

(méx. 6 pontos) 5(1) 5(1) 5(1) 5(1) 5(1) 5(1) 5(1) 5(1)

Legenda: °=valores apresentados por meio de mediana (amplitude interquartil). T Interacdo estatisticamente
significativa (p<0,05) entre os grupos e os momentos pré e pds-intervengéo. * Melhora significativa ap6s 16
semanas de intervengao nos dominios de fungbes executivas (F;g= 3,47; p=0,05) e de atengao/concentragao
(F3,60= 5,65; p=0,02)
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Coeficientes de predicdo do comprometimento cognitivo em idosos.

A tabela 7 mostra os coeficientes de correlagdo de Pearson (valores
padronizados por z-score) e seus valores de significancia. Para o calculo do
grau de correlagéo entre as variaveis foi utilizado o valor de A (valor p6s — valor
pré) para se considerar os momentos pré e pds-intervengcdo. Foram
encontradas associagdes significativas e consistentes entre as variaveis
metabdlicas e glicémicas como ja era esperado.

Correlagdes significativas confirmaram a associagdo de parametros
metabdlicos e glicémicos nas concentragdes de citocinas inflamatérias (TNF-a
e IL-6). O grau de dislipidemia foi significativamente associado com estes
marcadores de inflamag¢do. De maneira inversa, o colesterol HDL apresentou
uma relagdo negativa, indicando que altos indices desta variavel est&o
associados com menores niveis de inflamacgéo sistémica.

Com relagcdo ao perfil cognitivo, maiores escores do MoCA
demonstraram uma associagao significativa, porém fraca (r=0,262; p=0,41)
com os indices de colesterol HDL. Por outro lado, individuos com melhor
desempenho nas fung¢des cognitivas foram significativamente associados a
menores concentragdes de marcadores inflamatérios, levando-se em conta
tanto os niveis periféricos de TNF-a (r=0,456; p<0.01), quanto os niveis de IL-6
(r=0.416; p<0.01).
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Para a elaboracédo de um modelo de predigdo para o comprometimento
cognitivo leve, foi desenvolvido um modelo de regressao logistica. As variaveis
foram selecionadas apds a analise grau de associagéo entre elas. Participaram
do processo de selegcdo de covariaveis para o ajuste do modelo multivariado as
seguintes caracteristicas categéricas: Presenca de dislipidemia, gendétipo de
APOE e participacao no programa multimodal de exercicios fisicos. Quanto as
caracteristicas quantitativas, foram incluidas no modelo as concentracdes
periféricas de citocinas inflamatérias (interacao dos niveis de TNF-a e IL-6). O
modelo de regressdo multivariado esta apresentado na tabela 8. O grupo de
referéncia é o grupo controle (sem comprometimento cognitivo leve). De acordo
com esta tabela 8, verifica-se que a chance de individuos com niveis
aumentados de IL-6 e TNF-a serem do grupo com CCL é 8 vezes maior que a
chance daqueles sem essa caracteristica (IC 95%: 1,98 a 32,5; p=0.004).
Ainda, nota-se que individuos sedentarios apresentam aproximadamente 5
vezes mais chances de pertencerem ao grupo com comprometimento cognitivo
leve (IC 95%:1,24 a 24,9; p=0,02).

Tabela 8. Modelo de predicdo de comprometimento cognitivo leve e preditores.

(B) Estimado Odds p 95% IC

Ratio
Constante -2,08 0,124 0,014 1,62-20,9
Inflamacgao 2,08 8,029 0,004 1,97-325

Pratica de atividade fisica 1,71 5,564 0,025 1,24-249
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Comparar e verificar os efeitos de um programa multimodal de exercicios
fisicos em idosos carreadores e nao carreadores do alelo £€4 da APOE.

A andlise de genotipagem dos participantes indicou 10 (28,5%)
individuos como carreadores do alelo €4, de um total de 35 que realizaram 16
semanas de um programa multimodal de exercicios fisicos. No grupo controle,
8 individuos (25%) de um total de 32 foram identificados como carreadores do
alelo €4 da APOE.

A tabela 9 apresenta os resultados para os momentos pré e pds-16
semanas de um programa multimodal de exercicios fisicos comparando os
grupos com relagao a presenca do alelo €4 da APOE. Com relagdo ao indice
de aptiddao funcional geral, foram encontradas melhoras estatisticamente
significativas para os participantes do grupo que realizaram a intervengao
proposta independente da presencga do alelo €4 (IAFG; p=0,02). Com relacéo
as alteragdes no perfil metabdlico e glicémico ndo foram encontradas melhoras
significativas em nenhum dos indices para individuos carreadores do alelo €4
da APOE. Idosos que realizaram as 16 semanas de um protocolo multimodal
de exercicios fisicos e que nao possuiam nenhum alelo €4 da APOE

melhoraram em todos os indices metabdlicos (tabela 9).

As analises das concentracbes periféricas de marcadores inflamatorios
ndo demonstraram diferencas significativas entre individuos carreadores do
alelo €4 da APOE no momento pré-treinamento quando comparados com
individuos ndo carreadores deste polimorfismo. As analises multivariadas
indicaram que houve uma reducdo estatisticamente significativa para os
marcadores TNF-a (F3s2=4,06; p=0,01) e IL-6 (F362=3,31; p=0,03) nos grupos
que realizaram 16 semanas de um protocolo multimodal de exercicios fisicos,
enquanto que individuos que mantiveram suas atividades sem a pratica regular
de exercicios fisicos ndo apresentaram nenhuma alteragdo significativa. Os
graficos 4a e 4b ilustram o comportamento desta varidvel para cada um dos
grupos analisados durante os momentos pré e po6s-16 semanas de um

programa multimodal de exercicios fisicos.
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Com relagdo as fungdes cognitivas houve melhora estatisticamente
significativa apenas na pontuacdo do MoCA de individuos n&o-carreadores do
alelo ¢4 da APOE (p=0,004). Tais modificacbes foram pronunciadas nos
subdominios de fun¢des executivas (p=0,03) e meméria (0,03). No subdominio
de atencado/concentracdo foi observada uma melhora marginalmente
significativa (p=0,06). Para os demais individuos que participaram da pesquisa
nenhuma alteracdo significativa no screening cognitivo global e nos
subdominios foram observadas. A pontuagcdo das fungdes cognitivas dos

grupos participantes estao apresentadas no grafico 5.
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Tabela 9. Efeitos de 16 semanas de um programa multimodal de exercicios
fisicos nas variaveis dislipidémicas, glicémicas e aptidao fisica funcional geral
com relagéo a presenca do alelo €4 da APOE.

Pré Pés
Treinamento Treinamento p
HDL colesterol GTe4 - 50,7 (30,7) 54,5 (25,5) 0,01%
(mg/dL) GTed+ 424(205) 44,7(21,3) 0,17
GCed- 41,7 (19) 44,808 0,28
GCed+ 43,1(19) 42,7 (22) 0,41
LDL colesterol GTed4 - 98,7 (29) 100,4 (30) 0,07
(mg/dL) GTe4+ 110,5(26) 113,8(26) 0,54
GCe4- 122 (30) 125,5(32) 0,08
GCed+ 1129(30) 1157(32) 0,10
Triglicerideos GTed4 - 110 (37) 101,15 (10) 0,01%
(mg/dL) GTed4+ 119,8(26) 112,5(30,6) 0,44
GCe4- 138 (50) 135(75,1) 0,92
GCe4 + 127 (54) 132 (53) 0,32
Glicemia de Jejum GTe4 - 86 (11) 81,1 (14) 0,01%
(mg/dL) GTed + 88,8 (14) 89 (10) 0,44
GCed- 90,7 (13) 90,4 (17) 0,25
GCe4 + 88,7 (16) 90,3 (14) 0,67
IAFG
(pontos) GTed - 275,5(190) 311 (187) 0,02t
GTed+ 222,3(120) 293,80 0,03t
GCe4- 279 (96) 264 (134) 0,09
GCe4 + 268 (157) 289 (185) 0,67
Valores apresentados por meio de mediana (amplitude interquartil). 1 Diferenca

estatisticamente significativa (p<0,05) entre os momentos pré e poés-treinamento para o teste
de Wilcoxon.
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Grafico 4. Concentragbes séricas de Fator de Necrose Tumoral-a (a) e
Interleucina-6 (b) pré e po6s 16 semanas de um programa multimodal de
exercicios fisicos em individuos carreadores e nao-carreadores do alelo €4 da
APOE.
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Legenda: €4+: carreadores do alelo €4; €4-: ndo carreadores do alelo €4

tRedugdo estatisticamente significativa entre os momentos pré e pds-treinamento
para as concentragbes de (a) Fator de Necrose Tumoral-a (F3¢,=4,06; p=0,01) e (b)
Interleucina-6 (F362=3,31; p=0,03) para os grupos treinamento.
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Grafico 5. Pontuacdo média pré e pos-treinamento para fungdes cognitivas
(MoCA) de individuos que realizaram e que n&o realizaram 16 semanas de um
programa multimodal de exercicios fisicos com relagcédo a presencga do alelo €4
da APOE
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Nota: fMelhora estatisticamente significativa entre os momentos pré e pébs-
intervengcado (Z= -2,854; p=0,004) na pontuagdo do Montreal Cognitive Assessment
para o grupo treinamento carreador do alelo €4 da APOE.
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8. DISCUSSAO

Constatou-se um efeito benéfico propiciado por um programa multimodal
de exercicios fisicos na redugao das concentragdes periféricas de marcadores
inflamatérios de individuos com CCL. Individuos carreadores e néo-
carreadores de apenas um alelo ¢4 da APOE foram beneficiados com reducgdes
significativas nos niveis periféricos de TNF-a e IL-6.. Adicionalmente, individuos
com CCL apresentaram melhora significativa nas fun¢des cognitivas apos 16
semanas de treinamento. Além disso, também foram observadas reducgdes
significativas no perfil dislipidémico de individuos que realizaram o protocolo

multimodal de exercicios fisicos.

Um importante ganho foi a realizagdo de um estudo prospectivo com
intervencdo de 16 semanas que atendia as recomendacdes (treinamento
multimodal, 180 minutos semanais distribuidos em 3 sessbes, realizadas em
dias ndo consecutivos) em nossa amostra. O treinamento proposto buscou
atender aos padrbes recomendados nas diretrizes para individuos idosos
(CHoDzKO-ZAJKO et al., 2009). Grande parte dos estudos que buscaram
investigar os efeitos do exercicio sobre variaveis bioquimicas e cognitivas
basearam-se em exercicios continuos e aerobios (LAUTENSCHLAGER et al.,
2010; ERICKSON et al., 2012). Um treinamento multimodal n&o restringe os
beneficios apenas a algum componente especifico da capacidade funcional. Os
resultados demonstram que os beneficios além de mais abrangentes para o
desempenho fisico, promoveram a reducgao da inflamacéao cronica sistémica de
baixo-grau. Além disso, nossos resultados demonstraram reflexos positivos
nas esferas cognitiva e metabdlica, independentes da condigdo cognitiva dos

individuos avaliados.

Interessantemente, foram observadas melhoras significativas especificas
no desempenho dos participantes que participaram do protocolo multimodal de
exercicios fisicos para a aptiddo -cardiorrespiratoria. A planificagdo do
treinamento envolvia o trabalho deste componente em todas as sessdes de

treinamento com variagcdes de intensidade e volume entre as sessdes. A
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resisténcia aerébia vem sendo demonstrada como um componente essencial
em programas de prevencao e tratamento de déficits cognitivos (COLCOMBE et

al., 2003; LAUTENSCHLAGER et al., 2010; LAUTENSCHLAGER et al., 2013).

As fungdes cognitivas representam uma variavel com alto grau de
complexidade para a analise. Em nossos resultados, n&o foi possivel realizar a
separagao dos grupos por tipo de CCL (amnéstico e ndo amnéstico). Uma
maneira de minimizar os fatores extrinsecos e socioculturais que pudessem
influenciar os resultados dos testes foi a padronizagdo de notas de corte de
acordo com os critérios de validagao especificos para o Montreal Cognitive
Assessment (MEMORIA et al., 2013). Apesar destas limitagdes, € importante
ressaltar que o MoCA € um teste mundialmente reconhecido e largamente
utilizado tanto na pratica clinica, quanto em ambiente de investigacao cientifica
por apresentar adequados valores de sensibilidade, validade e confiabilidade,

inclusive para a populagao de idosos brasileiros (MEMORIA et al., 2013).

Os mecanismos que delineiam as mudangcas observadas no
desempenho cognitivo em resposta ao exercicio fisico ainda permanecem
inconclusivos. Diversos fatores parecem estar envolvidos neste processo,
dentre os quais se destacam os mecanismos resultantes da via inflamatoria. As
citocinas inflamatoérias ja vém sendo consideradas uma das principais vias de
degeneracdo neuronal (SONG et al., 2009). Os mecanismos envolvem uma
complexa cascata, na qual interagem marcadores bioquimicos, metabdlicos e
génicos. A ativagdo desta cascata contribui para neuroinflamacéo e,

consequentemente acelera o processo degenerativo.

Neste sentido, nosso estudo também buscou investigar as possiveis
respostas nos niveis de marcadores dislipidémicos, glicémicos e inflamatérios
ao exercicio. A inflamagéao crénica sistémica ja foi previamente relacionada a
fatores de risco metabdlicos (AHLUWALIA et al, 2013), doencas
cardiovasculares (SANDOO et al., 2012), obesidade (ELLIS et al., 2013) e
resisténcia a insulina (BENDING et al., 2012). Os mecanismos patogénicos
comuns as doengas cronicas ligadas ao metabolismo lipidico e glicémico e sua
associacdo com o risco de processos neurodegenerativos, tais como o

estresse oxidativo e superativacdo das cascatas inflamatérias, sugerem uma
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relacdo causal entre estes fatores. Neste caso, a identificacdo de fatores de
risco modificaveis para a deméncia torna-se uma importante ferramenta que

pode auxiliar no diagnoéstico precoce.

Por outro lado, os mecanismos que envolvem a inibigdo da producao de
citocinas pro-inflamatorias e a consequente reducéo dos danos degenerativos
causados pela superativacado das células da glia por meio do exercicio ainda
permanecem inconclusivos (FOSTER et al., 2011; KOHMAN, 2012). Uma possivel
explicagdo para esta via esta relacionada aos efeitos sistémicos da contracao
muscular. A contragdo muscular promove a liberagdo de quantidades
significativas de citocinas e quimiocinas (FEBBRAIO et al., 2005). Estas
substancias promovem a superativacdo do sistema imunolégico. Uma das
citocinas liberadas durante esse processo € a IL-6. Estudos in vitro prévios
demonstraram que a IL-6 exerce efeitos inibitérios na produgéo tanto de TNF-a,
quanto de outros fatores pro-inflamatoérios (PEDERSEN et al., 2005). A citocina
IL-6 inibe a produgdo de TNF-a em mondcitos humanos, indicando que IL-6
circulante pode estar envolvida na regulacéo da inflamacao crénica sistémica
de baixo-grau. A inflamacao cronica de baixo-grau ocorre frequentemente em
individuos idosos por meio da superativacado do sistema imunoldgico inato e o
subsequente estabelecimento de um estado inflamatério crbnico com um
aumento da expresséao de citocinas pré-inflamatérias (NAVARRETE-REYES et al.,
2009). Ainda, a IL-6 estimula a liberagdo de receptores soluveis de TNF-a e
parece ser indutor primario de diversas proteinas com propriedades anti-
inflamatorias (PEDERSEN et al., 2003). Além disso, niveis elevados de
adrenalina e cortisol também foram associados a uma inibicdo da producgao de
TNF-a (HANDSCHIN et al., 2008). Porém, ainda nao foi esclarecido o mecanismo
pelo qual isso ocorre. Isso sugere que outra possivel via de neutralizagdo de
citocinas proé-inflamatorias pode estar envolvida nas respostas ao exercicio

fisico por ter efeitos imunomoduladores (BARRIENTOS et al., 2011).

Nosso estudo observou uma redugéo significativa nas concentragdes
periféricas tanto de TNF-a, quanto de IL-6 apds 16 semanas de pratica regular
de exercicios fisicos. Estes achados corroboram com outros resultados que

suportam que a pratica regular de exercicios fisicos pode auxiliar na reducéo
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do estado de inflamacéao cronica sistémica em individuos idosos. Esta reducgéo
€ marcada pela diminuicdo significativa nas concentracdes periféricas de
marcadores inflamatérios, como o TNF-a e IL-6 (PEDERSEN et al., 2003;
PETERSEN et al., 2005; NICKLAS et al., 2009; PEDERSEN, 2011; GOMES DA SILVA
et al., 2013). Isto ocorre, provavelmente, porque a IL-6 € uma citocina com
acao tanto pré, quanto proé-inflamatoria (TILG et al., 1997). Neste caso, 0s niveis
plasmaticos de IL-6 aumentam de maneira exponencial durante a pratica de
exercicios fisicos e imediatamente apds cessar a atividade, os niveis tendem a
ser reduzidos aos niveis basais (PEDERSEN et al., 2003). Assim, altas
concentragcbes de IL-6 em repouso, sdo associadas a situacao de sepsis e,
portanto, ao papel pré-inflamatério desta citocina. Portanto, altas
concentracbes desta citocina em repouso, podem representar um
desencadeador de neurotoxicidade, semelhante ao processo inflamatério de

um processo neurodegenerativo.

O TNF-a e a IL-6 sdo citocinas com fungbes biolégicas importantes
porque participam de reagdes do sistema imunoldgico, possuem papel
marcado no metabolismo lipidico, podem alterar o funcionamento do sistem
endocrino, e refletem o processo neurodegenerativo no SNC (BRUUNSGAARD,
2006). O TNF-a é considerado um fator de risco para diversas doencas
crbnicas por sua ligacédo direta com o sistema cardiovascular, vias
metabdlicas/catabdlicas, e efeitos neurotdxicos. Com relagédo a IL-6, a analise
de seu papel biolégico deve levar em conta sua acédo pro-inflamatéria. Por
outro lado, também devem ser consideradas suas propriedades anti-
inflamatodria, que estimula a liberacado de outras interleucinas anti-inflamatérias.
Esta funcdo auxilia a neutralizar os efeitos de citocinas liberadas pela

superativagao do sistema imunologico.

A figura 04 demonstra a relacdo entre o balango na produgdo das
citocinas TNF-a e IL-6 em duas situagdes: a) na ativagdo do sistema
imunolégico em combate a possiveis antigenos e; b) papel do exercicio na
modulagcdo dos niveis destas citocinas por meio da liberagdo de fatores

antiinflamatorios.



54

Figura 4. Alteragbes do processo neurodegenerativo estimulam a
superativagao da cascata inflamatéria. O grafico A demonstra o aumento na
liberacao de citocinas pro-inflamatérias, a partir da acdo das células da glia.
Estas citocinas estimulam a agdo de macréfagos que intensificam o processo
degenerativo ja estabelecido. O grafico B demonstra a acéo do exercicio fisico
estimulando a sinalizagdo para uma resposta anti-inflamatéria, que auxilia na

reducdo da acdo pré-inflamatéria das citocinas presentes na circulagéo

periférica.
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No presente estudo, os coeficientes de correlacdo demonstraram
associagdes importantes entre as concentracdes periféricas de TNF-a e IL-6 e
as fungbdes cognitivas medidas por meio do MoCA, bem como destas

concentragbes com marcadores dos metabolismos dislipidémico e glicémico.

O modelo multivariado demonstrou que a interacdo de algumas

variaveis investigadas possui um papel significativo como preditores de CCL. A



55

razdo de risco (odds ratio) para individuos idosos apresentarem CCL
demonstrou ser oito vezes maior naqueles com concentragbes mais altas de
TNF-a e IL-6. Este modelo indicou que a pratica regular de exercicios fisicos
parece ser um fator importante para a prote¢cdo contra declinios cognitivos,
uma vez que individuos sedentarios apresentaram até cinco vezes mais

chances de pertencerem ao grupo com CCL.

Com relacao a presenca do alelo ¢4 da APOE, n&o foram identificadas
diferengas significativas entre os grupos no periodo pré-treinamento. O alelo €4
€ um dos fatores de risco conhecidos para o desenvolvimento da doencga de
Alzheimer. Existem evidéncias de que a presenca do alelo €4 per se pode ser
associada a um pior desempenho cognitivo (VERGHESE et al., 2011). Do ponto
de vista histopatologico, a APOE esta diretamente envolvida no transporte de
lipideos, inclusive o colesterol (PFRIEGER, 2003). Estes lipideos sé&o
fundamentais na formacdo de membranas celulares e outros compostos
lipoproteicos que podem ser necessarios para a manutencdo e
neuroplasticidade. Além disso, algumas evidéncias demonstram que individuos
carreadores do alelo €4 apresentam um favorecimento a formacao de placas
senis e emaranhados neurofibrilares (RABER et al., 2004). Entretanto a
presenca deste polimorfismo da APOE n&o pode ser considerada condi¢cao
determinante para o estabelecimento de quadros demenciais, 0 que suscita
discussdo acerca da existéncia de um fenoétipo absoluto associado ao alelo
(GREENWOOD, 2003) ou da possibilidade de um evento gatilho para os
processos patolégicos a ele relacionados (LAwsS et al., 2003), uma vez que
grande parte dos quadros de CCL tende a evoluir para deméncias ao longo do
tempo. Nossa hipétese inicial era de que individuos carreadores do alelo €4 da
APOE pudessem apresentar concentragdes mais elevadas de IL-6 e TNF-a.
Além disso, também se acreditava que a presenca deste alelo e de altas
concentracbes de IL-6 e TNF-a pudessem atuar como preditores do CCL em
nossa amostra. Entretanto, nosso estudo ndo encontrou diferengas
significativas no momento pré-treinamento entre individuos carreadores de um
unico alelo ¢4 da APOE e nao-carreadores deste polimorfismo com relagao as

concentracdes de TNF-a e IL-6.
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Analisando-se os efeitos de um programa multimodal de exercicios
fisicos sobre as fungdes fisicas, foram observadas melhoras significativas,
independente da condigdo génica. Ambos os grupos que realizaram o protocolo
multimodal de exercicios fisicos apresentaram melhoras no indice de aptidao
funcional geral. Portanto, a intensidade de esforco que o treinamento foi
realizado proporcionava adaptacgdes fisioloégicas ao treinamento do ponto de
vista fisico. Quando analisados separadamente cada componente da
capacidade funcional, melhoras significativas foram observadas nos indices
para a aptidao cardiorrespiratoria. Etnier et al. (ETNIER et al., 2007) em um
estudo de metanalise, observaram que individuos carreadores do alelo €4 da
APOE com melhores desempenhos na aptidao aerébia apresentam um melhor

desempenho cognitivo.

A hipercolesterolemia e a DA compartiiham a inflamacdo como uma
caracteristica fisiopatolégica comum. Niveis periféricos elevados de colesterol
induzem a alteragdes vasculares que resultam em aumento da circulagcédo de
citocinas pré-inflamatérias (XUE et al., 2007). Uma associagcao entre alteragdes
dislipidémicas e uma resposta exacerbada neuroinflamatéria pode resultar em
um maior acumulo de proteina B-amiloide, acelerando o processo degenerativo
da DA. Um estudo experimental recentemente demonstrou que a
hipercolesterolemia acelera a formacdo de placas senis e favorece a
hiperfosforilagédo da proteina tau e a ativagdo das células da glia, gerando
neuroinflamacao (PARK et al., 2013). Estas alteragbes resultaram em maiores
comprometimentos de memoéria. Portanto, intervengcbées que promovam
melhoras nos indices de alteragbes metabdlicas podem ser uma importante

alternativa para auxiliar na prevencgao da DA.

Com relagéo as concentracdes séricas de citocinas pro-inflamatorias,
houve uma reducdo significativa nas concentragdes de TNF-a e IL-6 de
individuos que realizaram 16 semanas de exercicios fisicos. A presenga do
alelo €4 nao foi suficiente para modular os efeitos do exercicio sobre a
producéo de citocinas pro-inflamatérias. Recentemente, Lima et al (2013)
demonstraram que a ativagao do sistema imunologico possui uma associagéao

consistente com a reducédo do risco de CCL, apenas em individuos muito
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idosos ndo-carreadores do alelo €4. Estes resultados demonstram que no
envelhecimento cognitivo néo-patoldgico, a ativacdo do sistema imunoldgico
parece ser benéfica na prevencao do processo neurodegenerativo (SILVERMAN
et al., 2012). No entanto, em individuos de meia-idade e idosos, carreadores do
alelo €4, os niveis aumentados de citocinas pro-inflamatérias podem predizer o

risco de deméncia.

Altas concentracbes de marcadores da atividade inflamatéria foram
previamente observados em carreadores do alelo ¢4 da APOE em comparagao
com individuos n&o-carreadores. O gene da APOE contém sitios especificos
para fatores de transcricdo de respostas inflamatérias (LAHIRI et al., 2004) que
auxiliam na regulacao, tanto da expressao das APOE, quanto de citocinas pro-
inflamatoérias (FINCH et al., 2007; GAFENCU et al., 2007). Por tanto, sugere-se
que o genodtipo da APOE possa ter um papel importante na regulacédo da
producdo de citocinas pré-inflamatérias. Em modelos experimentais
carreadores do alelo ¢4 da APOE, foram observados niveis significativamente
mais elevados periféricos e centrais das citocinas proé-inflamatoérias TNF-a e IL -
6 em comparag¢ao com os homoélogos néo-carreaodres (LYNCH et al., 2003). As
analises subsequentes confirmaram uma associagdo dependente da dose do
alelo ¢4 da APOE com uma resposta imune inata (VITEK et al., 2009) e
neurotoxicidade induzida por citocinas (MAEzAWA et al., 2006) . Estes dados
sugerem que o alelo ¢4 da APOE pode ter um efeito pré-inflamatério ou uma
funcdo anti-inflamatéria menos eficaz que pode exacerbar uma resposta
degenerativa no sistema nervoso central. Assim, o papel do polimorfismo da
APOE na inflamacé&o associada com o processo neurodegenerativo requer uma
investigacdo mais aprofundada sobre vias inflamatérias especificas. Em nosso
estudo, apenas um alelo €4 ndo favoreceu o risco para aumentar as
concentragdes periféricas citocinas inflamatorias. Além disso, a presenca deste

polimorfismo n&o prejudicou os efeitos anti-inflamatérios do exercicio fisico.

O papel anti-inflamatério do exercicio fisico ja foi previamente
estabelecido. De maneira geral, o exercicio estd envolvido em vias
imunossupressoras, principalmente em resposta ao aumento da secreg¢ao de

glicocorticoides, como o cortisol, que age reduzindo a acao proé-inflamatéria
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(PETROVSKY et al., 1998). Além disso, a pratica regular de atividade fisica
também foi previamente associada a alteragdes positivas no perfil lipidico,
reduzindo danos teciduais que, frequentemente, resultam na ativacdo de um
maior estado inflamatério (STAPLETON et al., 2010). O produto da oxidagcéo do
colesterol de baixa densidade gera danos teciduais que aumentam a
excitoxicidade e resultam em neuroinflamagcédo (MA et al., 2010).
Adicionalmente, o exercicio fisico promove beneficios relacionados com a via
degenerativa da DA. Desta maneira, pode-se esperar uma reducdo da ativacéo
das células da glia e, consequentemente, os niveis de citocinas proé-
inflamatérias poderao ser reduzidos na circulagao periférica (PETERSEN et al.,
2005). Portanto, o exercicio estimularia diversas vias que podem promover a

redugdo do processo neurodegenerativo (BARRIENTOS, 2011).

Tem-se observado que a deméncia é frequentemente precedida por
aumentos nas concentracdes periféricas de citocinas pro-inflamatérias (HOLMES
et al., 2003). Portanto nossos resultados indicam que a pratica regular de
exercicios fisicos pode ser um possivel mecanismo para a protecio.
Dependendo da etiologia do declinio cognitivo, o exercicio fisico pode exercer
efeitos benéficos por meio de mecanismos muito diferentes. Mesmo em um
periodo de tempo relativamente curto (16 semanas) e em intensidade
moderada, um programa multimodal de exercicios fisico demonstrou efeitos
positivos sobre as respostas neuroinflamatorias, corroborando investigagdes
experimentais prévias (PEDERSEN et al., 2003; BARRIENTOS, 2011; BARRIENTOS
et al., 2011; PEDERSEN, 2011).

Nosso estudo apresentou algumas limitacdbes metodologicas. O
recrutamento de idosos ocorreu por conveniéncia. A baixa adesdo a um
programa de exercicios por um periodo de 16 semanas limitou a randomizacao
da amostra. Também nao foi possivel realizar a distingao dos subtipos de CCL
(amnéstico e ndo-amnéstico). Também nao foram controladas as variaveis
relacionadas a composi¢cdo corporal, bem como o estado nutricional dos
participantes. Levando-se em conta a interagdo presente entre ingestao
alimentar e acumulo de adiposidade com marcadores metabdlicos, glicémicos

e inflamatérios, o controle destas variaveis eliminaria potenciais vieses e
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fortaleceriam a generalizacdo de nossos achados com relagdo ao papel do

exercicio fisico.

Conquanto possa haver limitagbes, alguns aspectos positivos nesta
investigacdo podem ser destacados. O poder estatistico dos dados permite um
bom suporte para a inferéncia e generalizagdo dos resultados. Além disso,
todas as avaliacbes foram realizadas por avaliadores que desconheciam a
alocacéo dos participantes em relagcéo aos grupos. Poucos estudos dedicaram-
se a investigar os efeitos de um programa de exercicios fisicos nas

concentragdes periféricas de marcadores inflamatorios.
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11. CONCLUSAO

Com base na interpretacéo dos resultados e, considerando-se que foram
realizadas duas analises distintas para nossa amostra, sendo: |) Efeitos do
protocolo multimodal de exercicios fisicos em idosos com CCL e
cognitivamente preservados e; Il) Efeitos de um protocolo multimodal de
exercicios fisicos em idosos com diferentes gendtipos da APOE, pode-se

concluir :

) Os sujeitos que participaram do programa multimodal de exercicios
fisicos apresentaram redugdes significativas dos niveis de IL-6 e TNF-q,

independente da condigado cognitiva.

) Estas redugcbes nos niveis periféricos de IL-6 e TNF-a. Foram

independentes da genotipagem da APOE.

Ill)  Niveis periféricos de IL-6 e TNF- e pratica regular de exercicios fisicos

foram caracterizados como preditores de CCL.
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ANEXOS

Anexo 1 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Conselho Nacional de Saude, Resolucéo 196/96)

Ola, Meu nome é Carla Manuela Crispim Nascimento, sou aluna de doutorado do
Programa de P6s Graduagdo em Ciéncias da Motricidade. Gostaria de convida-lo (a) a participar
de uma pesquisa que estou desenvolvendo sob orientacdo do professor Florindo Stella, que tem
como objetivo analisar a influéncia do exercicio nas fungdes mentais e realizacdo de trabalhos
da vida diaria, bem como em alguns fatores genéticos, que sdo importantes para a qualidade de
vida e necessitam de mais estudos.

Caso o0 senhor (a) aceite participar, respondera questionarios que avaliam as funcdes
cognitivas e que nao lhe oferecem nenhum tipo de constrangimento, caso o0 senhor (a) se sinta
ofendido em qualquer momento da avaliacdo, a mesma podera ser interrompida sem que haja
dolo. O senhor(a) também realizara testes motores, os quais oferecem riscos minimos, devido a
aplicagdo feita por profissionais devidamente capacitados. Além disso, serdo feitas coletas
sanguineas, em jejum de 12 horas, para verificar niveis de colesterol, glicemia, fatores pro-
inflamatdrios séricos e a expressdo génica da apolipoproteina E. Todas as avaliacdes sanguineas
serdo realizadas por enfermeiros treinados a fim de minimizar os possiveis fatores adversos.
Este procedimento ndo tera custo nenhum para o senhor (a). Todas as coletas serdo realizadas no
inicio e apds 4 meses de atividade para todos os participantes do estudo.

Serdo formados dois grupos, sendo que um apenas responderd as avaliagbes (Grupo
Controle) e o outro realizard um programa de exercicio adaptados para sua idade e condicao
fisica, 3 dias por semana, 60 minutos por dia, durante 4 meses.

Os riscos de sua participacdo sdo minimos e semelhantes aos presentes no seu dia a dia,
sendo ainda mais reduzidos por supervisdo presencial de profissional de Educacdo Fisica, com a
utilizacdo de equipamentos e instalagdes adequadas. O senhor(a) sera beneficiado com o
conhecimento do estado de suas fungBes cognitivas, capacidade funcional e como contribuira
para 0 aumento de conhecimento que poderd beneficiar outros profissionais e também outros
idosos.

O Sr (a) podera se recusar ou interromper sua participacdo no estudo sem qualquer
penalizacdo, bem como receber todos os esclarecimentos que julgar necessarios em qualquer
momento da pesquisa. Os resultados serdo utilizados exclusivamente para fins de pesquisa e
publicados em revistas e congressos cientificos, sendo que sua identidade pessoal sera mantida

em sigilo.
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Titulo do Projeto: Treinamento Aer6bio na aptidao funcional, cognitiva e biomarcadores da

doenca de Alzheimer em idosos sem comprometimento cognitivo: Um Estudo Controlado.

Pesquisador Responsavel: Carla Manuela Crispim Nascimento e Jessica Rodrigues Pereira
Cargo/Funcéo: Doutoranda / Mestranda

Instituicdo: Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho — Campus Rio Claro

Dados para Contato: (19) 97584965. E-mail: jpereira@rc.unesp.br; cmcn@rc.unesp.br

Orientador: Florindo Stella
Cargo/Funcéo: Professor livre docente da UNESP

Instituicdo: Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho — Campus Rio Claro
Dados para Contato: (19) 35264312. E-mail: fstella@rc.unesp.br

Tendo sido esclarecido (a) pelo constante no presente Termo e verbalmente de todos os
procedimentos que serdo realizados, concordo em participar do estudo, assinando-o em duas

vias sendo que uma delas ficarda em meu poder e a outra com o pesquisador responsavel.

Nome do Participante:

Datade Nasc. _/ / Sexo:F(_ )M () Identidade:

Residente a:

Tefelone: ()

RioClaro __/ /

Carla M. C. Nascimento Prof. Dr. Florindo Stella Participante

Pesquisadora Responsavel Orientador
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Anexo 2 — Parecer do Comité de Etica

u nes % UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA COMITE DE ETICA EM PESQUISA
p -«JULIO DE MESQUITA FILHO™ CEP— IB—UNESP— RIO CLARO
Campus de Rio Claro e TR

DECISAO CEP N° 107/2011
Instituicio: UNESP — IB — CRC | Departamento: Educacéo Fisica
Protocolo n°; 7143 Data de Registro CEP: 13.09.2011
Projeto de Pesquisa: “Treinamento aerdbio na aptiddo funcional, cognitiva e
biomarcadores da Doenca de Alzhenmer em idosos sem comprometimento cognitivo:
Um estudo controlado”. ’

Pesquisador Responsavel: -.-
Pesquisa
Individual Colaboradores: -.-
zﬁsﬁouésfe Pesquisador Responsavel. -.-
Grad i
FORRSER Orientando(a): -.-
Bekiisa Pesquisador Responsavel: Jessica Rodrigues Pereira
Al de Pos- s :
Grl:ar::l::ilg:gn S~ | Orientader(a): Prof. Dr. Florindo Stella
( YTCC v
Objetivo ( x) Mestrado
Académico: ( ) Doutorado
{ ) Outros — (especificar)

O Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de Biociéncias da UNESP — Campus de
Rio Claro, em sua 442 reuniao ordinaria, realizada em 22/11/2011
(x) Aprovou o Projeto de Pesquisa acima citado, ratificando o parecer
emitido pelo relator.
Desde que atendidas as pendéncias apontadas na reuniao (vide anexo),
(12 aprova o Projeto de Pesquisa acima citado.
Referendou o Projeto de Pesquisa acima citado, ratificando o parecer
emitido pelo relator.
Aprovou retornar ao interessado para atendimento das pendéncias
encontradas (praze maximo de 60 dias):
Nao Aprovou.
Retirou, devido a permanéncia das pendenmas
Aprovou o Projeto de Pasqmsa acima citado e o encaminha, com o devido

parecer, para apreciacdo da Comissao Nacional de Etica em Pesquisa-
CONEP/MS, por se tratar de um dos casos previstos no capitulo VIII, item 4.c.
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“Formulario para Acompanhamento dos Protocolos de Pesquisa Aprovados”
Data de Entrega: Dezembro de 2013

_~Rio,Claro, 25 de novembro de 2011.
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