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Resumo
Justificativa: O processo de envelhecimento estd associado com o aumento demasiado na

producdo das espécies reativas de oxigénio (EROS). Dentre as estratégias que as células
desenvolveram ao longo da evolugdo para combater o estresse celular, destacam-se as
proteinas de choque térmico (HSP). Em especial, a HSPA1A (HSP72) é importante para
recuperacdo de proteinas danificadas, impedindo a agregacdo das mesmas no citoplasma. O
processo de envelhecimento parece estar associado a um declinio nos niveis das HSPs,
resultando na perda do controle da proteostase, atrofia muscular, resisténcia a insulina e
incapacidade de reparo ap6s dano. Ja é demonstrado na literatura que o exercicio fisico
aumenta a expressao de HSPA1A, o que, possivelmente, exerce funcdo protetora durante o
envelhecimento e reduz a inflamagdo sistémica classica encontrada em idosos. Mais
recentemente, tem se verificado que HSPALA pode ser encontrada tanto dentro quanto fora
das células, apresentando funcdes diferentes. Intracelularmente (iHSP70), apresenta funcédo
protetora, anti-inflamatdria e anti-apoptdtica, enquanto que no meio extracelular (eHSP70)
apresenta um importante papel imunoldgico, com funcdo pré-inflamatdria e pré-apoptatica.
Obijetivos: A presente dissertacdo esta dividida em trés partes distintas, denominados como
estudos 1, 2 e 3. No primeiro estudo, o objetivo foi comparar a resposta ao choque térmico
(leucocitos expostos a temperatura elevada — 42° C por 2 horas) em diferentes populacoes:
individuos de meia-idade, idosos e idosos com diabetes do tipo 2. No segundo estudo, o
objetivo foi verificar a influéncia de um protocolo de treinamento de forca na relacdo da
HSPA1A extra e intracelular em leucdcitos, do dano oxidativo, das adaptacdes
neuromusculares e morfoldgicas, em individuos de meia-idade. Finalmente, no dltimo estudo,
serdo mostrados dados preliminares da resposta de individuos idosos ao mesmo protocolo e
parametros do estudo dois. Metodologia: No primeiro estudo os voluntarios foram divididos
em trés grupos: Meia ldade (49,36+3,61 anos), Idosos (63,57+3,25 anos) e Idosos Diabéticos
(68,9+ 7,8 anos; HbAlc 7+0,67 %). Foram realizadas coletas de sangue para posterior
inducdo ao choque térmico e avaliacdo da eHSP70. Nos estudos dois e trés, individuos de
meia-idade (40-59 anos) e idosos (60-75 anos), respectivamente, foram randomicamente
alocados nos grupos Controle ou Treinado. O treinamento durou doze semanas com
frequéncia de trés vezes por semana. Cada sessdo de treinamento incluia nove exercicios de
forca tanto para membros inferiores quanto superiores e trés exercicios funcionais (subir um
lance de escadas, sentar e levantar e subir e descer de uma caixa). Antes e apds esse periodo
foram realizadas coletas de sangue para posterior analise da HSPA1A extracelular e
intracelular em leucdcitos, avaliagcdo de peroxidacdo lipidica (TBARS), atividade antioxidante
(SOD e CAT), nitritos e do perfil lipidico. Foram realizadas avaliacbes de composicéo
corporal, forca e teste de consumo méximo de oxigénio. Resultados: A resposta ao choque
térmico (avaliada pela capacidade das células em exportar eHSP70 quando submetidas a uma
temperatura elevada) parece ser igual entre individuos de meia-idade e idosos saudaveis.
Curiosamente, em individuos idosos e com diabetes, esta resposta parece estar blogueada,
indicando que a resisténcia a insulina e o diabetes tem um papel dominante na capacidade da
resposta ao estresse. Quando individuos de meia-idade (estudo 2) foram submetidos ao
treinamento de forgca, os mesmos responderam com ganhos de forca, melhora da capacidade
funcional e aumentos na massa muscular. No entanto, a resposta ao choque térmico (eHSP70
e IHSP70) ndo foi modificada pelo treinamento, possivelmente pelo fato de que esta se



encontrava normal. Os dados preliminares do estudo 3 mostram que, em idosos saudaveis,
ocorreram ganhos de forga, melhora da capacidade funcional, reducdo do tecido adiposo
visceral (VAT) e melhora da resposta ao choque térmico apds o treinamento, no entanto,
considerando o baixo n amostral, essa resposta ainda deve ser confirmada em estudos
posteriores. Conclusdo: A auséncia de resposta ao choque térmico em Diabéticos esta
relacionada com resisténcia a insulina e inflamacdo, de modo que o treinamento de forga
parece ser uma alternativa eficaz para contornar esse quadro. Em relacdo ao efeito do
treinamento, em sujeitos de Meia Idade, ele mostra-se eficaz para reduzir as chances de
sarcopenia e dinapenia e possiveis doengas relacionadas ao processo do envelhecimento. Os
dados preliminares em idosos saudéveis demonstram que, além de diminuir as chances de
sarcopenia e dinapenia, o0 treinamento parece eficaz para reduzir inflamacao sistémica, visto
que houve reducdo do VAT e aumento da resposta ao choque pos-treinamento. Este projeto é
financiado pelo CNPq, Edital Universal (Processo n° 482398/2013-2).



Abstract

Introduction: The aging process is associated with increase in the production of reactive
oxygen species (ROS). Among the strategies that the cells developed during the evolution to
counteract the cellular stress, we highlight the heat shock proteins (HSP). In particular,
HSPA1A (HSP72) is important for the recovery of damaged proteins, preventing them from
aggregating into the cytoplasm. The aging process appears to be associated with a decline in
HSP levels, resulting in loss of proteostasis control, muscle atrophy, insulin resistance, and
inability to repair after damage. It has been demonstrated in the literature that exercise
increases the expression of HSPALA, which possibly exerts protective function during aging
and reduces the classical systemic inflammation found in the elderly. More recently, it has
been found that HSPALA can be found both inside and outside the cells, exhibiting different
functions. Intracellularly (iHSP70), it has a protective, anti-inflammatory and anti-apoptotic
function, whereas in the extracellular environment (eHSP70) it has an important
immunological role, with pro-inflammatory and pro-apoptotic function. Objectives: This
dissertation is divided into three distinct parts, called studies 1, 2 and 3. In the first study, the
objective was to compare the response to heat shock (leukocytes exposed to high temperature
- 42° C for 2 hours) in different populations: middle-aged, elderly and elderly individuals with
type 2 diabetes. In the second study, the objective was to verify the influence of a resistance
training protocol on the relationship of extra and intracellular HSPALA in leukocytes,
oxidative damage, neuromuscular and morphological adaptations in middle-aged individuals.
Finally, in the last study, preliminary data from the response of elderly subjects to the same
protocol and parameters of study two will be shown. Methods: In the first study the
volunteers were divided into three groups: Middle Age (49.36 + 3.61 years), Elderly (63.57
3.25 years) and Diabetic Elderly (68.9 + 7.8 years; HbAlc 7 + 0.67%). Blood samples were
collected for further induction of heat shock and evaluation of eHSP70. In studies two and
three, individuals of middle age (40-59 years) and elderly (60-75 years), respectively, were
randomly assigned to the Control or Trained groups. The training lasted twelve weeks three
times a week. Each training session included nine strength exercises for both lower and upper
limbs and three functional exercises (climbing a flight of stairs, sitting and getting up and
going up and down a box). Blood samples were collected for analysis of extracellular and
intracellular HSPA1A in leukocytes, lipid peroxidation (TBARS), antioxidant activity (SOD
and CAT), nitrite and lipid profile. Body composition, strength and maximal oxygen
consumption tests were performed. Results: The response to heat shock (assessed by the
ability of cells to export eHSP70 when submit to elevated temperature) appears to be equal
between middle-aged and healthy elderly individuals. Interestingly, in elderly individuals with
diabetes, this response appears to be blocked, indicating that insulin resistance and diabetes
play a dominant role in the ability to respond to stress. When middle-aged individuals (study
2) underwent strength training, they responded with strength gains, improved functional
capacity, and increases in muscle mass. However, the response to heat shock (eHSP70 and
iIHSP70) was not modified by training, possibly because the response was normal.
Preliminary data from study 3 show that, in healthy elderly, strength gains, functional
capacity improvement, visceral adipose tissue (VAT) reduction and improved heat shock
response after training occurred, however, considering the low n sample , this response has



yet to be confirmed in later studies. Conclusion: The lack of response to heat shock in
diabetics is related to insulin resistance and inflammation, so resistance training seems to be
an effective alternative to circumvent this condition. Regarding the training effect, in middle-
aged subjects, it is effective in reducing the chances of sarcopenia and dynapenia and possible
diseases related to the aging process. Preliminary data in healthy older adults demonstrate
that, in addition to decreasing the chances of sarcopenia and dynapenia, training seems
effective in reducing systemic inflammation, since there was a reduction in VAT and
increased post-training shock response. This project is funded by the CNPq, Edital Universal
(Process n° 482398/2013-2).
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1. INTRODUCAO

Envelhecimento, tecido adiposo e “oxi-inflamm-aging”

O processo de envelhecimento esta relacionado com declinio na capacidade funcional,
além de tornar o individuo mais suscetivel a doencas cronicas, como diabetes, hipertensdo
arterial e cancer (Stout et. al., 2016). A reducéo de forca (dinapenia) e massa muscular (Clark;
Manini, 2008) e aumento do tecido adiposo visceral (VAT), e intramuscular (IMAT) (Palmer;
Kirkland, 2016) estdo diretamente ligados a isso.

O tecido adiposo (TA) é considerado um dos principais reguladores dos processos
envolvidos no envelhecimento, visto que, muitas vezes, € o0 maior 6rgdo em humanos
(Tchkonia et. al., 2010). Em idosos, a disfuncdo do TA, esta relacionada, entre outras coisas,
com a redistribuicdo de gordura da regido subcuténea (SAT) para regido do VAT (Tchkonia
et.al., 2010) e aumento na liberagdo de citocinas pré-inflamatdrias, como por exemplo, IL-1B
e IL-6 que acarretam, com o passar do tempo, em uma inflamacdo cronica de baixo grau
(Starr et. al., 2015). Esse processo inflamatério duradouro, em conjunto com o aumento do
estresse oxidativo, causado pelo desequilibrio redox (diminui¢do da atividade antioxidante e
aumento das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio) acarreta em um processo chamado de
“oxi-inflamm-aging” (do inglés: oxi=oxidacdo + inflamm = inflamacdo + aging =
envelhecimento) (De Toda; De la Fuente; 2015).

No envelhecimento, 0 musculo esquelético estaria mais exposto ao aumento do estresse
oxidativo, mediando, dessa forma, a perda de massa muscular associada a sarcopenia (Bouzid
et. al, 2015). Contribuindo com isso, 0 aumento de algumas citocinas pré-inflamatorias, como
por exemplo, TNF-a e Proteina C-reativa (PC-r), estariam relacionados com menor
sensibilidade a insulina e, por consequéncia, com diabetes (Henstridge et. al. 2014; Stout et.
al, 2017).

Resisténcia a insulina, sarcopenia e relagdo com o diabetes

A resisténcia a insulina (RI) esta relacionada com a sarcopenia. Isso se justifica, a partir do
momento em que, além da insulina estimular a captacéo de glicose pelo masculo, ela também
inibe a protedlise muscular. Além da acdo da insulina, um adequado suprimento de
aminoacidos tanto inibe a protedlise quanto estimula a sintese de proteinas (Cleasby et. al.,
2011). Entretanto, com o envelhecimento acontece uma “resisténcia anabolica”, de modo que
a sintese de proteinas em resposta aos nutrientes e a agdo da insulina encontram-se reduzidas
(Breen, Philips, 2011). Uma possibilidade é que a sinalizacdo intramuscular, nos idosos, nao

seria tdo sensivel e/ou responsiva aos aminoacidos quanto em jovens (Breen, Philips, 2011)
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Em idosos, foi demonstrado que a resisténcia anabdlica a insulina ocorre em individuos com
massa muscular normal, de modo que ela poderia preceder a manifestagdo clinica da
sarcopenia (Rasmussen et. al., 2006). Como resultado da mesma, os idosos perdem fibras de
contracdo rapida concomitante com a disfuncdo neuromuscular, tornando-os frageis e
suscetiveis a quedas subitas, perdendo, assim, sua independéncia funcional (Lynch et. al.,
2011).

Como a RI precede ao quadro clinico de Diabetes Mellitus 2 (DM2) e ao mesmo tempo é
um fator associado a sarcopenia, esses dois distrbios parecem estar relacionados (Kim et. al.,
2010; Koo et. al. 2015). Um estudo mostrou que sujeitos diabéticos com mais de 60 anos tém
maior predominio de sarcopenia do que pessoas nao diabéticas da mesma idade, o que se
mantém quando os dados sdo estratificados por sexo. Ainda mostraram que, na amostra
avaliada, idosos diabéticos teriam um risco trés vezes maior para sarcopenia do que 0s idosos
sem diabetes (Kim et. al., 2010). Corroborando esses dados, outro estudo encontrou maior
prevaléncia de sarcopenia em sujeitos recém-diabéticos tanto na faixa etéria entre 45-65 anos
guanto em maiores de 75 anos quando comparado ao grupo controle (ndo diabéticos). Na
faixa etaria acima de 75 anos associacdo se mostrou mais relevante. Além disso, em idosos
diabéticos (considerado no estudo > 75 anos) a prevaléncia de sarcopenia Classe Il (estagio
mais avancado da doenca) foi mais frequente que nos idosos nao diabéticos (Koo et. al. 2015).

Como mencionado anteriormente, o aumento do TA é um fator preponderante para
desencadear a RI e, portanto, o processo de sarcopenia e DM2. Em especial, 0 aumento do
tecido adiposo visceral (VAT) e o deposito de lipideos intramusculares (IMAT) sdo cruciais
para esse processo. Em um estudo realizado na Holanda com 2253 voluntéarios (homens e
mulheres) com idade entre 45-65 anos, verificou-se associacdo do VAT e SAT com RI em
homens, e nas mulheres, apenas associagdo do VAT com RI, indicando que 0s mesmos,
guando aumentados, sdo fatores de risco para DM2 (Mutsert et. al., 2018). Um estudo de
coorte com duragéo de cinco anos mostrou que sujeitos com maior ganho de VAT e de massa
muscular no quadriceps estariam mais propensos ao desenvolvimento de DM2. O aumento de
massa muscular estar relacionado com esse maior risco seria justificado pelo fato de que
pessoas com maior indice de massa corporal (IMC) teriam maior massa muscular (Han et. al.,
2017).

Em virtude de todas essas complicacbes associadas ao envelhecimento, buscam-se
estratégias para alcangar um “envelhecimento sauddvel” ou que, no minimo, retarde-as. Ao

encontro disso, o0 exercicio fisico e intervengdes nutricionais se mostram eficazes para
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combater, ou minimizar, as complicacdes relacionadas ao envelhecimento (Newsholme;
Krause, 2014).

Envelhecimento e exercicio fisico

O exercicio fisico, de modo mais especifico, o treinamento de for¢a vem se mostrando uma
ferramenta eficiente, visto que aumenta a forga muscular (Aagaard et. al., 2002, H&kkinen et.
al., 1998), a massa muscular (H&kkinen et. al., 1998) e melhora a qualidade muscular (Pinto
et. al. 2014). Ademais, programas de treinamento de forca parecem melhorar a capacidade
funcional do idoso (Bautmans et. al., 2005; Njemini et. al., 2017)

Por outro lado, o treinamento de for¢ca melhora qualidade muscular (avaliada pela forga por
unidade muscular), auxilia na diminuicdo de tecido ndo contratil no masculo avaliada pela
eco-intensidade, que estaria relacionada com depdsito de lipideos intramusculares (Radelli et.
al. 2013). Portanto, os efeitos do treinamento de forca também estariam relacionados com
diminuicdo do processo inflamatorio, reduzindo, assim, as chances de apresentacdo de
disturbios relacionados com o avancar da idade. Outro ponto importante é que o treinamento
de forca parece diminuir o dano relacionado as espécies reativas de oxigénio (EROS) que
estdo aumentadas com o envelhecimento (Bouzid et. al., 2015). Entretanto, poucos estudos
tém verificado aumento da atividade antioxidante que pudesse justificar essa reducdo das
EROS (Parise et. al., 2005). Um desses estudos, utilizando um protocolo de treinamento de
forca de doze semanas foi capaz de aumentar atividade da Cu-znSOD (cobre-zinco SOD) e
Catalase no musculo esquelético em sujeitos idosos (Parise et. al., 2005). Uma das
possibilidades para esses resultados poderia estar vinculada ao fendmeno de “resisténcia
anabolica”, que aconteceria nos idosos, e estaria dificultando a resposta do musculo ao
treinamento de forca (Bouzid et. al., 2015). Apesar dessa baixa resposta da atividade
antioxidante ao treinamento de forca, outros mecanismos poderiam estar atuando para reduzir
0 dano oxidativo. Dentre as defesas celulares podem-se destacar as Proteinas de Choque
Térmico (do inglés, Heat Shock Proteins).

Funcdes das HSPs e inducéo da HSP70

As HSPs sdo, basicamente, proteinas induzidas por estresse homeostatico capazes de
reverter danos celulares. Dessa forma, sdo importantes para manutengdo do “controle de
qualidade das proteinas”, podendo atuar na reconformagdo de proteinas danificadas e, em
alguns casos, na degradacdo das mesmas, para que ndo promovam agregacédo de polipeptideos
citotoxicos (Calderwood et. al., 2009). As HSPs sdo codificadas por genes altamente
conservados e classificadas de acordo com o peso molecular (Noble et. al., 2008). Nesse

estudo iremos abordar especificamente a familia da HSP de 70 kDa (HSP70) (ao longo do
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texto trataremos como HSP70, no entanto, a nova nomenclatura seria HSPAL1A — referindo-a
forma induzivel, a HSP72) (Kapinga et. al., 2009).

A HSP70 intracelular é considerada um marcador universal de estresse celular, cuja
expressao é induzida por diferentes agentes estressores, como o calor, privacdo metabolica,
desbalanco redox e exercicio fisico. A ativagdo da iHSP70 é critica para promocéo de reparo
tecidual, uma vez que esse tipo de proteina, uma chaperona molecular, confere citoprotecéo e
apresenta efeitos anti-inflamatérios (Krause et al, 2015b). Em repouso, ela se mantém ligada
ao seu fator de transcricdo (HSF-1) em estado monomérico sem a capacidade de se ligar ao
DNA. Quando h& uma situacdo de estresse, a iIHSP70 desliga-se do HSF-1 podendo, entéo,
ligar-se a proteinas desnaturadas e realizar sua funcdo de chaperona, permitindo que a
proteina volte a sua conformacdo nativa. A partir disso, ndo ha mais efeito inibitério sobre
HSF-1, de modo que ha sua trimerizacdo e ligacdo ao DNA no seu elemento responsivo
(HSE) e transcrigdo do mRNA da HSP70. (Krause; Rodrigues-Krause, 2011). Apds a situacdo
de estresse, a HSP70 se liga novamente ao HSF-1 impedindo sua ligagdo ao DNA. O
resultado desse processo é o aumento na producdo de iIHSP70 que acarreta em uma resposta
adaptativa ao estresse (Krause; Rodrigues-Krause, 2011).

Considerando que o envelhecimento esta associado com a inflamacdo de baixo grau e o
reparo muscular estd comprometido, a ativacdo dessa proteina e a sua resposta ao estresse
pode representar uma ferramenta chave contra a disfuncdo celular que ocorre com o
envelhecimento. Interessantemente, diversas intervencGes tém demonstrado que a expressao
normal ou a superexpressdao de HSP70 estd associada a melhoras na funcdo e no tamanho
muscular (Senf, 2013). Além disso, a regulacdo a maior da HSP70 contribui para a
manutencdo da integridade das fibras e melhora a regeneragdo e recuperacdo do musculo
esquelético apo6s dano (Senf, 2013). Dessa forma, parece possivel que o exercicio além de
minimizar os efeitos da sarcopenia, poderia fazé-lo aumentando a expressdo de HSP70.

Exercicio fisico e induc¢do da HSP70

De modo geral, estudos vém demonstrando que o exercicio resulta em aumento da HSP70,
tanto em leucécitos (Fehrenbach, et. al. 2000; Walsh et. al., 2001) quanto no musculo
esquelético (Febbraio; Koukoulas, 2000). Idosos octogenarios ativos, apds um teste maximo
em esteira apresentaram aumento da HSP70 em linfocitos (Simar et al., 2004). Por outro lado,
um estudo do mesmo autor demonstrou que idosos ativos possuem menor expressao de
HSP70 do que idosos sedentarios depois de um teste incremental em esteira. Nesse estudo, 0s
autores sugerem gue 0 aumento da atividade antioxidante nos participantes ativos pode ter

reduzido o estresse oxidativo que € um dos fatores que influenciam no aumento da HSP70.
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Portanto, um aumento da capacidade antioxidante ou reducdo da producdo de EROS limitaria
a inducdo de HSP70. Apesar disso, em idosos sedentdrios 0 aumento dessa proteina em
resposta ao exercicio € importante para conter o dano oxidativo e prevenir disfuncdo celular
(Simar et. al., 2007). Dessa forma, sugere-se que a HSP70 participe como modulador em um
mecanismo complementar de defesa contra o EO (Fittipaldi et. al., 2013). Em relacdo ao
treinamento de forga, seis semanas reduziram os niveis basais de HSP70 em linfocitos de
idosos. Quando avaliado a resposta ao choque térmico houve aumento da inducédo de HSP70
tanto em linfocitos quanto em mondcitos. Os ganhos de forca nesses individuos foram
relacionados com as alteragdes na indugdo da HSP70. Ademais, as modificagdes na expresséo
da HSP70 podem indicar um aprimoramento na protecdo celular frente a condicoes
patoldgicas (Bautmans et. al., 2005). Outro estudo também verificou reducdo nos niveis
basais de HSP70 ap0s doze semanas de treinamento de forca em idosos (Valls et. al., 2014).
Dessa forma, parece que o treinamento de forca possibilitaria uma adaptacdo ao estresse,
reduzindo os valores basais de HSP70 (Valls et. al., 2014). A ativagdo da HSP70 com o
exercicio teria funcdo protetora contra doencas relacionadas a desnaturacdo de proteinas ou
durante o envelhecimento, regulando a inflamacéo sistémica e preservando a funcdo muscular
(Fittipaldi et. al., 2013).

Efeitos da HSP70 na resisténcia a insulina

Na literatura, tem-se verificado que a iHSP70 esta relacionada com preservacéo e melhora
da sensibilidade a insulina tanto no musculo esquelético (Geiger; Grupte; 2011) quanto no
endotélio vascular (Karpe; Tikoo, 2014), estando associada ao Diabetes. Essa associacdo
torna-se mais evidente quando sujeitos com Rl e DM2 possuem menor expressao de HSP70
no musculo esquelético (Henstridge et. al., 2014). Além disso, estudos mostram que a HSP70
inibiria acdo de citocinas pré-inflamatorias, reduzindo a inflamacdo e melhorando a
sensibilidade do receptor de insulina com a mesma (Geiger et. al.; 2011; De Toda; De la
Fuente, 2015). Mais especificamente, ela inibiria acdo do NFKk-B por bloquear a degradacéo
do seu inibidor, o 1kB. Isso ocorre, pois a HSP70 inibe acdo do IkkB, que tem a funcdo de
desfazer o complexo inibitério NFk-B-1kB (De Toda; De la Fuente, 2015) De outra forma,
ela melhora a interagdo da insulina com seu receptor (IRS-1) no musculo esquelético por
inibir acdo da JNK (Geiger; Grupte; 2011). A partir desses achados, a compreensao de como a
HSP70 é estimulada torna-se relevante.

Modulacédo da HRS: efeito do 6xido nitrico

Um dos principais moduladores da HSR seria o0 6xido nitrico (NO) (Krause et. al., 2015a).

Em resumo, o calor aumentaria o fluxo sanguineo levando ao aumento da vasodilatacdo para
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que o calor seja dissipado. Esse aumento do shear stress (tenséo de cisalhamento), em virtude
do aumento do fluxo sanguineo induz a producdo e liberagdo de NO. Com elevacdes
transitdrias crénicas de NO, ocorreria um ciclo que induziria maior expressao de iHSP70.
Além disso, aumentos na expressdo dessa chaperona induziriam maior fosforilacdo da eNOS
(6xido nitrico sintase endotelial) possibilitando maior produgdo de NO promovendo maior
vasoprotecdo contra a Rl e DM2 (Krause et. al.,, 2015a). Dessa forma, a partir do
aprimoramento da HSR seria possivel reduzir as complicacGes associadas ao Rl e DM2.,

HSP70 intra e extracelular e o indice H

Mais recentemente, tem-se verificado que HSP70 intracelular e extracelular possuem
funcdes antagonicas. A primeira tem fungdo protetora, anti-inflamatoria e anti-apoptdtica. A
segunda possui funcdo pro-inflamatoéria, pré-apoptotica e inibe a expressdo da HSP70
intracelular.

De modo mais especifico, maiores valores de eHSP70, cronicamente elevados, foram
relacionados com a duracdo de DM2 e sujeitos com DM2 tem maiores valores de eHSP70 em
comparacdo a sujeitos sem Diabetes (Nakhjavani et. al., 2010). Além disso, niveis
aumentados de eHSP70 seriam um marcador de mortalidade em pacientes com insuficiéncia
cardiaca (Jenei et. al., 2013), também podendo ser considerada como um marcador para
sarcopenia (Ogawa et. al.,2012) e declinio cognitivo em idosos saudaveis (Son et. al., 2015).
Por outro lado, niveis mais baixos de eHSP70 estariam relacionados com aumento da
longevidade (Terry et. al., 2006).

A liberacdo da HSP70 para o meio extracelular pode acontecer de duas formas: passiva
(necrose celular) e ativa (secre¢do). No altimo, ela seria exportada ligada a membrana de
vesiculas extracelulares (De Maio; Vazquez., 2013). Ativando o sistema imune e agindo como
molécula sinalizadora. Pode, por exemplo, estimular atividade microbicida em neutréfilos
(Ortega et. al., 2006) e desencadear atividade citotoxica das células Natural Killers (NK) (De
Toda; De la Fuente, 2015). Sua sinalizacdo proé-inflamatdria seria mediada por meio dos Toll-
like receptors (TLR) 2 e 4 (Asea et. al., 2002).

Dessa forma o resultado entre a relagdo da HSPA1Ae sobre HSPAL1AI poderia indicar o
estado inflamatdrio, chamado de indice H. Assim, valores de H acima de cinco indicariam um
estado pro-inflamatorio, valores entre 1 e 5 seriam normalmente observados em humanos e
experimentos animais e valores de H entre O e 1 indicariam um estado anti-inflamatorio (Heck
et. al.,, 2017). O raciocinio do indice Heck é que maiores quantidades de eHSP70
aumentariam a sinalizacdo pro-inflamatéria, porque eHSP70 é pré-inflamatoria em sua

natureza. Por outro lado, para cada situacdo em particular, se as células sdo capazes de
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responder ao estimulo estressante pelo aprimoramento da iHSP70, entdo elas tendem, ao
mesmo tempo, a entrar em um estado anti-inflamatério. Além disso, considerando que R¢ =
[eHSP70]/[iIHSP70]c como a relacdo da HSP70 na situacdo controle, independente das
técnicas usadas para avaliar eHSP70 e iHSP70, entdo o indice H pode ser calculado como
coeficiente de qualquer Rj = [eHSPA];/[iHSPA]; pelo R¢, que serd considerado como a

(13444

unidade (Rc=1), normalizando todos os resultados restantes na situagdo “j”. Entdo, indice H=
Rj/Rc permitiria comparagdes entre qualquer condigdo de estresse “j” e a situagdo assumida
como controle (Heck et. al., 2017) .

O processo de envelhecimento parece aumentar o estresse oxidativo e reduzir a sintese de
HSP70 acarretando em elevacdo do estado pré-inflamatorio e piora do controle da qualidade
das proteinas (Leite et. al., 2016). O exercicio parece modificar esse quadro mantendo a
relacdo da eHSP70 sobre iHSP70 em um estado anti-inflamatério devido ao aumento da
HSP70. Como o exercicio de forca em idosos parece aumentar a expressdo dessa proteina,
além de ser efetivo para manutencdo da independéncia do idoso esse estudo pretende verificar
a influéncia de um protocolo de treinamento de forca na relacdo da HSP70 extracelular e
intracelular em células mononucleadas e do dano oxidativo em participantes de meia-idade e
1dosos.

O presente estudo sera dividido em trés partes (estudos), cada um com seus proprios
objetivos. No primeiro, o objetivo foi comparar a resposta ao choque térmico em diferentes
populacdes. Para tanto, serdo utilizados dados de dois projetos diferentes, conforme sera
explicado posteriormente. No segundo experimento o objetivo foi verificar a resposta a um
protocolo de treinamento de forca na relacdo da HSPALA extra e intracelular em leucécitos,
do dano oxidativo, das adapta¢cdes neuromusculares e morfolégicas em individuos de meia-
idade. Na ultima parte serdo mostrados dados preliminares da resposta de individuos idosos a
um protocolo de treinamento de forca na relacdo da HSPAL1A extra e intracelular em
leucdcitos, do dano oxidativo e das adaptacdes neuromusculares e morfoldgicas. Inicialmente,
os dados dos experimentos dois e trés seriam analisados juntos, entretanto, pelo nimero de
voluntarios idosos ter sido menor, 0s mesmos serdo apresentados separadamente e como

resultados preliminares.
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2. ESTUDO 1- COMPARACAO DA RESPOSTA AO CHOQUE TERMICO EM
DIFERENTES POPULACOES

2.1 METODOLOGIA

Local de estudo e participantes

Com o intuito de avaliar a resposta ao choque térmico em populacBes diferentes, este
experimento foi composto por amostras de dois projetos distintos: um composto por
voluntarios saudaveis de 40-59 anos (meia-idade) e idosos (60-75 anos), e outro por idosos
diabéticos tipo dois (DM2) (acima de 60 anos). Todas as coletas e procedimentos foram
realizados no Laboratorio de Fisiologia do Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude (ICBS), no
Laboratorio de Pesquisa e Exercicio (LAPEX) na Escola de Educacdo Fisica, Fisioterapia e
Danca (ESEFID) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e no Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA). A amostra desse experimento se caracteriza por
conveniéncia com um total de 30 sujeitos entre homens e mulheres (tabela 1). Os sujeitos de
Meia ldade e ldosos Saudaveis deveriam ser fisicamente ativos avaliados pelo IPAQ
(International Physical Activity Questionnaire) versdo longa validado para a populacéo
brasileira (Matsudo et. al. 2001) e pelo PARQ (Physical Activity Readiness Questionnarie).
Os mesmos ndo eram fumantes, deveriam ter indice de massa corporal (IMC) menor que 29
kg/m? e ndo deveriam estar praticando exercicio fisico nos dltimos seis meses. Para os ldosos
com DM2, os critérios de inclusdo eram possuir um IMC entre 18,5- 34,9 kg/m? (levando em
consideracdo, também, sujeitos com obesidade grau I, conforme a Organizacdo Mundial da
Saude), ndo estarem praticando exercicio fisico nos ultimos seis meses, ndo serem fumantes
nos Gltimos seis meses, ndo fazerem uso de insulina, concentracdo de hemoglobina glicada
(HbAlc) >7,5% (de acordo com exame laboratorial de no méximo seis meses antes do inicio
do estudo) e caso tivessem hipertenséo, que a mesma fosse controlada.

Os sujeitos de Meia Idade e Idosos Saudaveis foram excluidos do estudo caso fossem
diabéticos, com hipertensdo ndo controlada ou que possuissem alguma limitacdo
osteomuscular que impedisse a pratica de exercicios. Para os ldosos Diabéticos foram
considerados como critérios de exclusdo a presenca das seguintes comorbidades: neuropatia
autondmica ou neuropatia periférica severa, retinopatia diabética proliferativa, retinopatia
diabética ndo proliferativa, insuficiéncia cardiaca ndo compensada, angina instavel,
amputacdes periféricas, insuficiéncia renal crénica, depressdo clinica. Além disso, qualquer
limitacdo musculo-esquelética que impedisse a pratica dos exercicios. Os sujeitos incluidos
nos dois estudos assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), conforme

a Resolugdo CNS n° 196/1996 do Ministério da Saude. O estudo com os sujeitos de Meia
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Idade e Idosos Saudaveis e o estudo envolvendo Idosos com DM2 foram aprovados pelo
Comité de Etica e Pesquisa da UFRGS sob o nimero de parecer 1.614.907 e 1139454,
respectivamente.

Desenho do estudo

Em um primeiro momento, os sujeitos foram até o Lapex-UFRGS para esclarecimento
sobre os projetos de pesquisa, para responderem 0s questionarios e para que fossem colhidos
os dados antropométricos. Nessa primeira visita, os individuos de Meia Idade e ldosos
Saudaveis responderam ao IPAQ e PARQ, e os Idosos com DM2 responderam uma
ANAMNESE (para identificar critérios de exclusdo), o IPAQ e o Diabetes Quality of Life
Measure- DQOL Brasil. Na segunda visita foi realizada a coleta de sangue em jejum para
posterior andlise do perfil lipidico, glicose e da HSP70 extracelular. Para os sujeitos de Meia
Idade e ldosos Saudaveis, a mesma foi realizada no Lapex-UFRGS, e dos idosos com DM2
no HCPA.

Tabela 1. Caracteriza¢do da amostra (n=30). Media + dp.

Meia ldade Saudavel Idoso Saudavel Idoso Diabético
Variavel (n=11) (n=7) (n=12)
Idade (anos) 49,36+3,61F 63,57+£3,25F 68,9+ 7,87
Estatura (m) 1,66+0,07 1,61+0,08 1,66+0,08
Massa Corporal (kg) 70,07+11,39 67,68+9,1 79,12+10,85
IMC (kg/m2) 25,3+2 9* 25,7819 28,7+3*

Diferenca do grupo Meia Idade (7). Na variavel idade p<0,0001 para ambos. Diferenca entre Meia Idade e Idoso
Diabético (*) no IMC (p=0,0180).

Tabela 2. Valores para perfil lipidico, glicose e HbAlc. Média + dp.

Variavel Meia ldade Saudavel Idoso Saudéavel Idoso Diabético
Colesterol Total (mg/dL) 162,75+35,03 194,17+37,69 160,33+33,07
Triglicerideos (mg/dL) 85,38+26,70 131,49+33,92 133,25+65,70
HDL (mg/dL) 49,58+10,72 42,52+11,13 47,91+8,46
LDL (mg/dL) 103,37+43,35 112,19+38,33 88,18+35,65
Glicose (mg/dL) 100,12+13,06* 105,75+16,39% 133+21,42%}
HbALc (%) - - 740,67

Diferenca entre Meia ldade e Idoso Diabético (*) e Idoso Saudavel e Idoso Diabético (f). Valor de p=0,0004 ¢
p=0,0083, respectivamente.
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Obtengdo das amostras bioldgicas

O procedimento de coleta de sangue foi realizado por um profissional devidamente
qualificado e habilitado, sempre na presenca do responsavel pelo projeto. O sangue foi
coletado na regido antecubital, com o local previamente preparado e higienizado para a
realizacdo do procedimento. Em todas as coletas, foram retirados oito mL de sangue através
de puncdo venosa por meio de seringas e agulhas descartaveis. A agulha foi descartada
imediatamente em recipientes apropriados para materiais perfurocortantes, adotando todos os
cuidados de biosseguranca de acordo com a resolucdo 358/05 CONAMA. O sangue foi
coletado em tubos com EDTA e o mesmo foi aliquotado e incubado a duas temperaturas
distintas em banho-maria (37 e 42 °C) por duas horas. O objetivo desta estratégia foi verificar
a habilidade das células em responder ao estresse (42 °C) expressando (iHSP70) e exportando
HSP70 (eHSP70).

Anélises bioquimicas

A mensuracdo HSPA1A extracelular foi feita através de um kit ELISA de alta
sensibilidade para HSP70 (Amp’d HSP70 High Sensitivity ELISA kit; Enzo Life Sciences,
Nova lorque, Estados Unidos). Os resultados foram expressos por ng/ml.

Para avaliacdo do perfil lipidico e da glicose, em plasma, foi utilizado o aparelho Cobas
C111 (Roche, S&do Paulo, Brasil) com kits especificos para cada analise. Os resultados foram
expressos em mg/dL. Os valores para hemoglobina glicada (HbAlc) foram dados em

porcentagem de HbAlc em relagdo a hemoglobina total medida.
Anélise estatistica

Foi utilizado o teste de Shapiro Wilk para verificacdo da normalidade das variaveis,
assumindo uma distribuicdo normal homogénea. Posteriormente, foi realizada analise de
variancia (ANOVA) de uma via com pds-teste de Tukey. Os valores foram considerados
estatisticamente significativos quando p<0,05. Os dados foram analisados pelo programa

estatistico Graphpad Prim 7.

2.2 RESULTADOS
Em sujeitos saudaveis esperava-se que, 0s leucdcitos, em resposta ao estresse térmico

devessem responder aumentando a expressao de HSP70 intracelular e a quantidade exportada
para 0 meio extracelular. O aumento da expressdo da intracelular pode demorar algumas horas
enquanto da extracelular parece imediata. Ao contrario dos sujeitos de Meia Idade e Idosos

saudaveis, os Diabéticos ndo foram responsivos ao choque térmico (Figura 1 e 2). Isso
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indicaria que os leucdcitos, em diabéticos, possuem menor capacidade de exportar HSP70
para 0 meio extracelular.

Esses resultados sdo verificados ao comparar 0 37 °C com 42 °C nos grupos e o delta da
variacdo (37 °C vs. 42 °C). Em relacdo ao primeiro, houve diferenca significativa ao comparar
os valores de 37 °C com 42 °C nos grupos Meia Idade e ldosos Saudaveis (p<0,0001 para
ambos). Os valores da HSP72 no grupo Meia Idade foram: 1,06+0,56 ng/mL (37 °C) e
1,52+0,58 ng/mL (42 °C). Para o grupo ldoso Saudavel: 0,981+0,58 ng/mL (37 °C) e
1,59+0,62 ng/mL (42 °C). E para o grupo ldoso Diabético: 0,621+0,37 (37 °C) e 0,66+0,32
ng/mL (42 °C). Ao analisar o delta da variagcdo entre 37 °C e 42 °C houve diferenca
significativa dos ldosos Diabéticos para os outros dois grupos (p<0,0001). Os valores para 0
delta da variacdo no grupo Meia Idade: 0,46+0,27 ng/mL, para o grupo Idoso Saudavel:
0,6+0,32 ng/mL, e para o grupo ldoso Diabético: 0,04+0,148 ng/mL. Os gréaficos abaixo

ilustram esses resultados.

Heat Shock Response
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Figura 1. Comparag¢do da resposta ao choque térmico (HSR) entre individuos de Meia
Idade e Idosos Saudaveis e Idosos Diabéticos. O sangue de cada sujeitos foi exposto a
duas temperaturas distintas (37°C e 42°C) por duas horas. Posteriormente, os niveis da
HSP70 extracelular foram avaliados com um kit ELISA de alta sensibilidade para
HSP70 (Amp’d HSP70 High Sensitivity ELISA kit; Enzo Life Sciences, Nova lorque,
Estados Unidos). Os resultados foram expressos por ng/ml.
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Heat Shock Response (Delta do 37°C- 42°C)
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Figura 2. Delta da variacdo (37°C e 42°C) da resposta ao choque térmico em
sujeitos de Meia Idade, Idosos Saudaveis ¢ Idosos Diabéticos. Apds duas horas de
exposi¢ao das amostras a duas temperaturas distintas (37°C e 42°C) a HSP70
extracelular foi avaliada com um kit ELISA de alta sensibilidade para HSP70.

2.3 DISCUSSAO
Os achados do presente estudo demonstram que ndo parece haver diferenca na resposta ao

choque térmico entre sujeitos de Meia ldade e Idosos saudaveis. Esses resultados sdo
verificados tanto na diferenca da resposta entre 37 °C e 42 °C quanto ao analisar o delta da
diferenca entre as temperaturas. Avaliando os resultados dessa forma, parece ndo existir uma
reducdo na resposta ao choque térmico como resultado do envelhecimento. Por outro lado,
nos Idosos com DM2 nédo foi verificada resposta ao choque, comparando os valores de 37 °C
vs. 42 °C e isso se confirma quando analisado o delta da variacdo entre as temperaturas, onde
ha diferenca significativa desse grupo em comparacdo aos outros dois pela inexisténcia de
resposta ao choque térmico.

Ao nosso conhecimento, ha poucos estudos avaliando a liberacdo de HSP para o meio
extracelular apés o choque térmico e nenhum avaliando essa resposta em diferentes
populacbes. A maioria dos estudos avalia eHSP70 em situacdo basal (ndo estimulada)
(Nakhjavani et. al., 2010), em cultura de células (Krause et. al., 2014) ou ap0s uma sesséo
aguda de exercicio (Ortega et.al. ,2006; Hinchado et. al., 2011). Em realidade, os estudos
encontrados na literatura que avaliaram a liberacdo de HSP70 ap6s o choque térmico o
fizeram mensurando exossomos exportados de células mononucleares (Lancaster et. al., 2005)

e de Linfocitos-B (Clayton et. al., 2005). Os dois estudos, independente das diferencas dos
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protocolos para inducdo do choque térmico, demonstraram aumento da liberagdo de HSP70
para 0 meio extracelular via exossomos (Clayton et. al.; 2005; Lancaster et. al., 2005).

Diferente da condicdo basal, onde o0s niveis aumentados dessa chaperona estdo
relacionados com maior risco de doencas (Nakhjavani et. al., 2010; Ogawa et. al. 2012), seus
niveis aumentados em condicdes de estresse transitorio, como o choque térmico, parecem ter
efeito distinto (De Toda; De la Fuente, 2015; Krause et. al., 2015c). Nesse ultimo caso,
mesmo que a eHSP70 induza producdo de citocinas pré-inflamatorias, como TNF-a, IL-6 e
IL-1, as mesmas sdo conhecidas indutoras do eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal (HHA) que
estimularia liberagdo de glicocorticoides que sdo agentes anti-inflamatdrios. Dessa forma,
ocorreria um mecanismo de feedback anti-inflamatério (Ortega et. al., 2012; De Toda, De la
Fuente, 2015). Além desse efeito inibitorio na liberacdo de citocinas pro-inflamatérias, os
glicocorticoides também aumentariam liberacdo de Interleucina-10 (IL-10), uma citocina
conhecida pelos seus efeitos anti-inflamatorios (Ortega et. al., 2012; De Toda, De la Fuente,
2015). Portanto, essa relacdo glicocorticoides-1L-10 seria importante para manter o estado
inflamatdrio sobre controle (Ortega et. al., 2012).

Ao considerar, as alteracbes provocadas pela liberacdo da eHSP70 de maneira aguda,
parece que a mesma estimularia a resposta imune inata e adaptativa (Ortega et, al.,2012). Ela
estaria envolvida com aumento da quimiotaxia, da fagocitose e da capacidade microbicida
aumentada em neutréfilos (Ortega et. al., 2006; Giraldo et. al., 2013). Esses efeitos seriam
estimulados por adrenoreceptores (Inchado et. al., 2011; Ortega et. al., 2006).
Complementando esses achados, uma possivel explicacdo para eHSP70 ser liberada pelas
células imunes, via exossomos, seria 0 aumento do tdénus simpatico, em virtude do estresse,
que aumentaria producdo de catecolaminas, que se ligariam em adrenoreceptores a-1 das
células imunes, de modo a estimular liberacdo da eHSP70 (KRAUSE et. al., 2015c). Dessa
maneira, quando avaliada no meio extracelular apds o choque térmico, a HSP70 teria efeitos
de controle da inflamacdo e na resposta imune inata e adaptativa. Sendo assim, nossos
resultados demonstram que sujeitos Diabéticos ndo teriam uma resposta adequada para
controle da inflamacdo e das respostas imunes como comparada com sujeitos saudaveis.

Ao considerar que os niveis de eHSP70 sdo consequéncia da sua liberacdo por células
imunes (Hunter-Lavin, 2004) e da regido hepatosplecnica (De Maio; Vazquez, 2013), via
exossomos, seus valores liberados na circulagdo na HSR parecem refletir aumentos na sua
capacidade de producdo intracelular, quando a célula sofre o estresse térmico. Portanto, para

efeito de comparacdo serdo considerados estudos que avaliaram a HSR no meio intracelular.
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Ao contrério do que foi encontrado no presente estudo, na literatura tem-se verificado
reducdo da resposta ao choque térmico em idosos (Njemini et., 2002; Rao et. al., 1999).
Avaliando-se a resposta ao choque em mondcitos e linfdcitos apos a incubacdo por uma hora
a 37 °C e 42 °C foi demonstrado que os niveis de inducdo de HSP70 tiveram um declinio
relacionado a idade dos voluntarios, tanto em linfécitos quanto em mondcitos. Além disso, em
mondcitos houve correlacdo inversa entre a producdo de HSP70 e os niveis basais de TNF-a e
IL-6. Considerando que o aumento das citocinas pro-inflamatorias cronicamente esta
relacionado com a idade, parece que as mesmas estariam envolvidas na regulacdo da
producdo de HSP70, reduzindo sua capacidade de indugdo. (Njemini et. al., 2002). Outro
estudo comparando a resposta ao choque térmico entre jovens e idosos verificou que os niveis
de inducdo foram maiores nos linfocitos dos voluntarios jovens. Essa diferenca entre as faixas
etarias foi de trés a seis vezes maior em sujeitos jovens (Rao et. al., 1999). Parece que as
celulas perdem a capacidade de ativar os mecanismos transcricionais que possibilitam a
sintese de HSP. De modo mais especifico, no envelhecimento existiria expressdo reduzida do
HSF-1 e menor capacidade de sua ligacdo ao DNA. Assim, sua resposta estaria abaixo de um
limiar béasico para ativacdo (Calderwood, et. al., 2009).

Importante salientar que esses estudos verificaram menor indugdo da HSP70 e néo
auséncia da inducao da HSP70 em idosos apds o estresse térmico. O que poderia explicar essa
diferenca na inducdo da HSP70, nos idosos, do nosso experimento para 0S outros seria a
média de idade desses sujeitos. No presente experimento a média de idade dos idosos foi de
63 anos, enquanto nos outros estudos foram de 75 anos (Njemini, et. al., 2002) e 80 anos (Rao
et. al., 1999). Isso poderia indicar que idosos mais velhos teriam menor inducdo da HSP70,
ainda que mantivessem a mesma.

O processo de envelhecimento esté relacionado com diminuigdo da sensibilidade & insulina
(Chichester et. al., 2014) e, portanto, idosos sdo mais propensos ao Diabetes. Na literatura,
estudos demonstram reducao da expressao de HSP70 associado a RI, de modo que Diabéticos
teriam expressdo diminuida dessa proteina (Archer et. al., 2018; Henstridge et. al., 2014).

Pode-se dizer que esse processo seria um ciclo vicioso no qual a piora da sensibilidade a
insulina, no masculo esquelético, associada a inatividade fisica, obesidade e envelhecimento,
estaria relacionada com ativacdo da GSK-3f que acarreta na fosforilagdo do HSF-1,
inativando-o e, por consequéncia, reduzindo expressdao de HSP70. Isso gera aumento nos
niveis de citocinas pro-inflamatérias levando, com o passar do tempo, a disfungédo das células
beta do péancreas, estimulacdo da atividade do GSK-3B e continua inativagdo do HSF-1
(Hooper, 2007). Além disso, 0 aumento de citocinas pro-inflamatorias, como JNK e NFk-B,
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reduz ainda mais a sensibilidade a insulina por fosforilar o substrato do receptor de insulina
(IRS-1) em serina (Geiger; Gupte, 2011; Hooper, 2007). Nas células beta do pancreas essas
citocinas pro-inflamatorias causam disfuncdo das mesmas estimulando as espécies reativas de
oxigénio/nitrogénio (EROS e ERNS) tanto quanto inibindo ativacdo do HSF-1 do mesmo
modo que no musculo esquelético (Krause et. al., 2015c).

O primeiro estudo a demonstrar relacdo entre RI e expressdo de HSP70 foi o de Kurucz e
colaboradores (2002). Foi realizada bidpsia muscular antes de um clamp hiperinsulinémico-
euglicémico que demonstrou menor expressao de HSP70 em pacientes diabéticos comparados
a controles (ndo diabéticos) com uma aparente relacdo entre a captacdo de glicose estimulada
pela insulina e os niveis aumentados de HSP70. Nesse estudo os sujeitos do grupo controle
ndo tinham historico de diabetes na familia. De maneira semelhante, um estudo posterior
verificou menor expressdo de HSP70 antes de um clamp hiperinsulinémico-euglicémico em
diabéticos comparado a dois grupos controles (idade semelhante e jovens). Foi encontrado
também correlacdo entre expressdao de HSP70 e os niveis de eliminacdo de glicose apds o
clamp e com enzimas oxidativas (citrato sintase e B-HAD) (Bruce, 2003). Esses achados
demonstram que ha uma relacdo causal entre a Rl e a expressdo da HSP70, principalmente no
musculo esquelético, que esta ligado com a piora da capacidade oxidativa do masculo.

Ainda que os resultados dos estudos citados ndao tenham mensurado a HSP70 ap6s o
choque térmico, como fez o presente experimento, é possivel encontrar relacdo entre a
reduzida expressao de HSP70 no musculo esquelético em condi¢des basais (como avaliado
nesses estudos) e a falta de resposta ao choque vista em diabéticos nesse experimento. Isso
pode ser explicado pelo fato de que sujeitos obesos com DM2 parecem ter menor expressao
de HSP70 e do seu fator de transcricdo (HSF-1) no musculo esquelético em comparagdo a
obesos controles, ao passo que os primeiros tém elevados niveis de eHSP70 no plasma em
comparacao ao segundo grupo e que isso esta diretamente relacionado com o acimulo de
tecido adiposo (Rodrigues-Krause et. al., 2012). E possivel que a maior presenca de HSP70
no plasma seja uma tentativa de contrapor os danos oxidativos induzidos pelas EROS/ERNS
contra as proteinas, visto sua acdo de chaperona (Rodrigues-Krause et. al., 2012; Krause et.
al.,2014). Ao encontro desses achados, foi verificado, em condigdes basais, niveis aumentados
de eHSP70 no plasma que estariam relacionados com a duragédo do diabetes (Nakhjavani et.
al., 2010). Parece que os niveis elevados de maneira crénica da eHSP70 estariam ligados com
menor expressdao da iHSP70, correspondendo também a menor HSR, principalmente nas

células-P do pancreas (Krause et. al.,2015c).
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A partir disso, pode-se cogitar que a auséncia de resposta ao choque térmico visto nos
diabéticos do presente experimento, estaria conectada ao processo inflamatério desencadeado
no diabetes que aumentaria de modo crénico os niveis de eHSP70, visto que nessa situacao as
células estdo em continuo estresse. E possivel que acdo da eHSP70 de contrapor o dano
oxidativo seja sobreposta pelos elevados niveis de EROS/ERNS e da inflamacdo. De certa
forma, isso resultaria em menor expressdo de iHSP70. Assim, quando a célula sofre um
estresse agudo (como o choque térmico), ela torna-se incapaz de responder. Ademais,
corroborando com o0s nossos achados e contrariando outros estudos (Njemini,2002; Rao,1999)
parece que o processo de envelhecimento por si s6 ndo é capaz de reduzir os niveis de HSP70
e, por consequéncia, uma reducdo da HSR. Para que haja reducdo da HSP70 com o
envelhecimento parece necessario que exista de modo concomitante resisténcia a insulina
(Kavanagh, 2012).

Dessa forma, sujeitos saudaveis tanto de Meia ldade quanto Idosos teriam uma HSR
adequada, em virtude de suas células ndo estarem sobre estresse continuo. Além disso, 0
envelhecimento associado a RI acarretaria em incapacidade da célula em responder ao
estresse, levando, entdo, ao processo de agregacao de proteinas e, por consequéncia, perda de

funcéo celular.

3. ESTUDO 2- RESPOSTA AO TREINO EM SUJEITOS SAUDAVEIS DE MEIA-
IDADE

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Verificar e comparar a resposta de sujeitos saudaveis de Meia ldade a um programa de
treinamento de forca, de doze semanas, para as seguintes variaveis:
e Os valores em kg para o teste de forca de 1RM estimado;
e Os valores para o consumo de oxigénio pico (VO2 pico.);
e Os valores para os testes funcionais de sentar e levantar em 30 segundos e subir um
lance de escadas;
e A espessura muscular do quadriceps femoral e eco-intensidade;
e A espessura do tecido adiposo visceral (VAT) e subcutaneo (SAT);
e HSP70 intracelular, em leucdcitos, e extracelular, no plasma;
e Relacdo da HSP70 extracelular e intracelular;
e Peroxidacdo lipidica, em soro, pelo método de substancias reativas ao &cido
tiobarbitdrico (TBARS);
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¢ Niveis de nitratos/nitritos, no plasma;

e Atividade antioxidante por meio da analise da superéxido dismutase (SOD) e
Catalase (CAT), em soro.

3.2 METODOLOGIA
Local de estudo e participantes

A pesquisa foi realizada no Laboratdrio de Fisiologia do Instituto de Ciéncias Bésicas da
Saude (ICBS), no Laboratério de Pesquisa e Exercicio (LAPEX) e na academia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). A amostra se caracteriza por
conveniéncia, na qual foram recrutados 16 sujeitos entre homens e mulheres com idade entre
40 e 59 anos, (idade 49,25+5,02 anos; massa corporal 68,77+9,79 kg; altura 1,64+0,07 m;
média e desvio padrdo respectivamente), fisicamente ativos avaliados pelo IPAQ
(International Physical Activity Questionnaire) versdao longa validado para a populacao
brasileira (Matsudo et. al. 2001) e pelo PARQ (Physical Activity Readiness Questionnarie),
que ndo fossem fumantes, com indice de massa corporal (IMC) menor que 29 (kg/m?) e que
ndo estivessem praticando exercicio fisico nos ultimos seis meses. Foram excluidos do estudo
sujeitos que fossem diabéticos, com hipertensdo ndo controlada ou que possuissem alguma
limitacdo osteomuscular que impedisse a pratica de exercicios. Para o calculo amostral
utilizou-se o programa G*Power 3.1. Inicialmente, o calculo foi realizado levando em
consideracdo analise dos grupos Treinado e Controle Meia Idade (Estudo 2) e Treinado e
Controle Idosos (Estudo 3) de maneira conjunta. Dessa forma, utilizando o teste estatistico
ANOVA de medidas repetidas, com nivel de confianca de 95% e erro padrdo de 5%, chegou-
se ao numero de dez sujeitos para cada um dos quatro grupos. Todos os sujeitos incluidos no
estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), conforme a
Resolugdo CNS n° 196/1996 do Ministério da Saude. Esse estudo foi aprovado pelo Comité
de Etica e Pesquisa da UFRGS sob o niimero de parecer 1.614.907.

Desenho experimental

Os voluntéarios foram divididos em dois grupos (Treinado ou Controle) utilizando a pagina
virtual randomization.com. A randomizagdo foi realizada logo ap6s a finalizacdo das
avaliagdes pré-treinamento. Apos isso, 0s voluntarios alocados no grupo Treinado realizaram
trés meses de treinamento de forca com frequéncia semanal de trés vezes. Os sujeitos do

grupo controle n&o realizaram nenhum tipo de treinamento ao longo de trés meses.
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Tabela 3. Caracterizacdo da amostra (n=16). Média = dp.

Variavel Controle (9) Treinado (7)
Idade (anos) 49,22+5,09 49,29+5,35
Estatura (m) 1,64+0,08 1,65%0,08

Massa Corporal (kg) 68,6+9,02 69+11,45
IMC (kg/m2) 25,47+2,56 25,54+3 23

Tabela 4. Valores para perfil lipidico e glicose. Média * dp.

Variavel Controle Treinado
Colesterol Total (mg/dL) 174,26+48,34 179,30+46,12
Triglicerideos (mg/dL) 94,28+39,62 105,12+22,58
HDL (mg/dL) 45,28+11,92 48,71+9,79
LDL (mg/dL) 110,12+43,56 109,57+41,90
Glicose (mg/dL) 101,03+12,36 99,74+10,32

Primeiramente os voluntarios foram ao Laboratdrio de Pesquisa e Exercicio (LAPEX) para
esclarecimentos sobre o protocolo de estudo, para responderem o IPAQ, PARQ, além de
assinarem o TCLE. No mesmo dia, foi realizado um eletrocardiograma de esforgo pelo
médico do laboratdrio, para que os participantes fossem incluidos no estudo, além do teste de
consumo méaximo de oxigénio (VOzpico). NO segundo dia de avaliagdes, foi realizada a coleta
de sangue e as avaliacdes, por ultrassom, de espessura muscular, eco-intensidade, do tecido
adiposo subcutéaneo (SAT) e visceral (VAT). Nesse dia todas as avaliacdes foram realizadas
em jejum. Nas duas visitas seguintes dos voluntarios, os mesmos foram encaminhados para
academia da UFRGS para familiarizacdo com os exercicios. No tltimo dia de avaliacdo, 0s
sujeitos retornaram a academia para realizagdo do teste de forca e dos exercicios funcionais.
Posteriormente as avaliacdes, iniciaram o0s trés meses da intervencao. Apos esse periodo todas

as avaliacOes pré-treinamento foram refeitas. Abaixo segue o desenho experimental do estudo.
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Figura 3. Desenho experimental do estudo com sujeitos de Meia Idade.
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Programa de treinamento de forga

O programa de treinamento teve duracdo de doze semanas com frequéncia de trés vezes
por semana. As doze semanas foram divididas em quatro microciclos de trés semanas (Tabela
5). Foram realizados exercicios em maquinas e peso livre. Além disso, foram executados
exercicios funcionais: subir e descer de uma caixa, subir e descer um lance de escada e
levantar de uma cadeira. Por outro lado, o grupo controle ndo participou de nenhuma
intervencdo durante as doze semanas. O modelo de periodizacdo do treinamento foi linear
com aumento progressivo de cargas e séries, mas com reducdo no numero de repeticdes. As
cargas foram controladas por faixas de repeticdes maximas (RMs), de modo que sejam
utilizadas cargas de treino suficientes para realizacdo do nimero desejado de repeticdes. Por
exemplo, em uma faixa de 5-7 RMs o0s participantes precisavam realizar um minimo de cinco
repeticdes e maximo de sete. Quando as cargas se tornaram leves para a respectiva faixa de
repeti¢des ocorreu um incremento de carga. Os exercicios executados foram: abdominal reto,
extensdo de joelhos, flexdo de joelhos, flexdo plantar, leg press, remada, rosca biceps, rosca

triceps e supino reto na barra guiada.

Tabela 5. Periodizacdo do treinamento de forca.

Mesociclos Faixa de repeticdes |[Numero de séries |Intervalo entre séries
1 17-20 2 1 min
2 12-15 2 1 min
3 9-12 3 1Tmine30s
4 7-10 4 2 min

Nos exercicios funcionais (levantar e sentar da cadeira, subir e descer da caixa e subir um
lance de escada) os voluntarios realizaram duas series de dez repeti¢des. A escala de OMNI
para exercicios de forca (Robertson et. al. 2003) era apresentada a eles com o intuito de
controlar a intensidade do exercicio. Quando os participantes chegassem a um nivel de
esforco abaixo de seis, foram utilizadas cargas adicionais, como caneleiras e halteres para
incrementar a carga de treino. Durante a execugdo desses exercicios 0s participantes foram
incentivados a realizarem o movimento o mais rapido possivel, de maneira que a execugao

seja segura e correta.
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Figura 4. Escala de percepcao de esforco de OMNI
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Teste de consumo maximo de oxigénio VOzpico

O protocolo utilizado foi o Bruce Modificado (Lerman et. al., 1976). Esse protocolo, com
excecgdo dos dois primeiros estagios, € similar ao Bruce original. Os dois primeiros estagios,
com duracdo de trés minutos cada, possuem velocidade de 2,7 km/h e diferem apenas na
inclinacdo da esteira (0% para o 1° estagio e 5% para o 2° estagio). No nono minuto, quando
se inicia 0 3° estagio a velocidade se mantém e a inclinacdo aumenta para 10%. A partir desse
estagio ocorre aumento da velocidade e da inclinacdo em 2% a cada trés minutos. O teste era
finalizado quando o voluntario chegava a exaustdo. Esse protocolo foi escolhido por ser mais
adequado para idosos, visto que os resultados preliminares dos mesmos se encontram no

experimento trés. O equipamento utilizado para o teste foi 0 V02000 (Medgraphics, 2004).

Avaliac6es com o ultrassom

Espessura muscular e Eco-intensidade.

Os sujeitos permaneceram deitados com os membros inferiores e superiores estendidos e
relaxados. Foram feitas aquisicdes de imagens dos musculos vasto lateral (VL), vasto medial
(VM), reto femoral (RF) e vasto intermédio (VI) com um ultrassom (Toshiba, Japdo) em
modo-B, sendo o ponto de medi¢do do VL, VI e RF referente a 50% da distancia entre o
epicondilo lateral do fémur ao trocanter maior do fémur, enquanto que o VM sera mensurado
a 30% da distancia entre o epicondilo lateral do fémur ao trocanter maior do fémur (Korhonen
et al.,, 2009). Apos a determinacdo dos pontos, foi utilizado um gel a base de agua, que
promove um contato acustico sem a necessidade de causar pressao sobre a pele. Em seguida o

transdutor com frequéncia de amostragem de 7,5 MHz foi posicionado de forma
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perpendicular ao musculo sobre o ponto a ser avaliado. Apods coletadas, as imagens foram
exportadas para um computador para serem analisadas no software de analise de imagens
Image) (National Institutes of Health, EUA). A espessura muscular foi definida como
distancia entre o tecido adiposo subcutaneo e a aponeurose 0ssea superior, identificados na
imagem.

A eco-intensidade (EI) foi determinada em uma regido de interesse, por meio da escala de
cinza obtida calculada pelo proprio software (Arts et. al. 2010). Foi realizada a eco-
intensidade do VL, RF, VI e VM. Depois que foram feitas as eco-intensidades das quatro
porcdes do quadriceps, foi determinada a El do quadriceps femoral como a média das eco-
intensidades das quatro por¢des do quadriceps. O mesmo avaliador executara as analises de
espessura muscular e de eco-intensidade em todo o periodo do estudo e a média dos valores
de trés imagens sera utilizada como valores de espessura e eco-intensidade muscular. Apos as
medidas de espessura muscular sera feito um mapa dos pontos utilizados para maior

fidedignidade da comparacdo com as medidas do periodo pos-treinamento.

Tecido adiposo subcutaneo (SAT) e visceral (VAT)

A espessura do tecido adiposo da regido abdominal foi realizada com um aparelho de
ultrassonografia Nemio XG (Tohiba, Japdo). Para a medida da espessura do tecido adiposo
subcutaneo foi utilizado um transdutor linear de 7,5 MHz, o qual foi posicionado cinco
centimetros acima da cicatriz umbilical. Esse é o ponto onde se encontra a maxima espessura
do SAT. Para espessura do SAT foi considerada a distancia entre a gordura da pele e a
interface da linha alba (Semiz et al. 2007).

A medida de espessura do VAT sera realizada com um transdutor convexo de 3,75 MHz.
O transdutor sera posicionado imediatamente acima da cicatriz umbilical, tendo o cuidado
para exercer a pressdo minima para aquisicdo da imagem. A espessura de VAT foi
considerada a distancia entre porcdo posterior do reto do abdémen a parede posterior da
artéria aorta abdominal (Sankar et al. 2011).

Teste de forca méxima estimado

O teste de forca maximo estimado foi realizado para todos os exercicios de forca. Esse
teste consiste em que o voluntario realize o0 nimero maximo de repeti¢fes até a exaustao, de
modo que ao realizar dez ou menos repeticOes, a escala de Lombardi (Lombardi, 1989)
(tabela 6) era utilizada para estimar a forca méxima. Dessa forma, a carga utilizada na serie

era multiplicada pelo fator de correcéo referente ao nimero de repeti¢des realizadas. Caso o
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voluntario fizesse mais de dez repeti¢cGes na primeira tentativa, 0 mesmo descansava durante
trés minutos para uma nova tentativa, no qual a carga utilizada era aumentada. O ndmero
maximo de cinco tentativas eram realizadas para que se chegasse na faixa de repeticdes ideal,
e assim, o teste poderia ser validado. Esse tipo de teste, em comparacdo ao teste de uma
repeticdo méxima (1RM), mostra-se mais rapido e seguro, em virtude da utilizacdo de cargas

mais baixas.

Tabela 6. Escala de Lombardi. Relacdo porcentagem de 1RM e

repeticoes.
REPETICOES REALIZADAS COEFICIENTE DE REPETICAO
1 1.00
2 1.07
3 1.10
4 1.13
5 1.16
6 1.20
7 1.23
8 1.27
9 1.32
10 1.36

Testes funcionais

Teste de sentar e levantar em 30 segundos

O teste de levantar e sentar em trinta segundos reflete a forca dos membros inferiores.
Nesse teste, 0 voluntario precisou levantar e sentar o maior nimero de vezes durante trinta
segundos sem ajuda das méos. Em resumo, o voluntario iniciou o teste sentado no meio da
cadeira (altura padréo 42 cm) com os bragos cruzados e no momento do sinal do avaliador o
voluntario precisa levantar e posteriormente voltar a posicdo sentada. Ao final dos trinta
segundos, 0 nimero de vezes que o voluntério levantou e sentou indica o resultado final. Caso
0s trinta segundos terminem apds o sujeito levantar, 0 mesmo conta como movimento
executado. (Rikki; Jonnes; 1999).
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Subir um lance de escada

Esse teste tem como objetivo medir a velocidade que o individuo consegue subir um lance
de escada. Em resumo, o voluntério deve partir da posi¢cdo em pé, no inicio da escada e, ao
sinal do avaliador, o voluntario precisa subir o lance de escada o mais rapido possivel (de
maneira segura), podendo ou ndo utilizar o corrimdo. O cronémetro deve ser disparado
quando o avaliado colocar um dos pés no primeiro degrau e parado quando um dos pés
alcancar o ultimo degrau (Andreotti; Okuma, 1999).

Registro alimentar

Foi realizado no momento da colheita de sangue antes do inicio da intervencédo
experimental um recordatério alimentar das 24 horas anteriores a coleta. Quando foram feitas
as colheitas de sangue apds o periodo de intervencdo, os voluntarios receberam o registro
alimentar e repetiram nas 24 horas anteriores a colheita de sangue. Isso foi feito para tentar

evitar uma alteracdo nos parametros do estresse oxidativo.

Tabela 7. Registro alimentar no periodo da coleta de sangue. Média +

dp.
Variavel Controle Treinado
Calorias (kcal) 1582,68+462,92 1357,65+268,31
Proteinas (g) 66,34+20,43 67,49+20,12
Carboidratos (g) 214,36+99,95 164,19+36,60
Lipideos (Q) 51,21+20,70 50,12+15,55
Vitamina A (mcg) 538,175+219,88 737,81+708,98
Vitamina C (mg) 85,76+48,96 92,17+75,95
Vitamina E (mg) 5,16+3,09 5,91+3,03

Os macronutrientes foram representados em grama (g) enquanto a vitamina A em
microgramas (mcg) e as vitaminas C e E em miligramas (mg).

Obtencgdo das amostras bioldgicas e preparagdo dos leucocitos

O procedimento de coleta de sangue foi realizado no LAPEX-UFRGS, na Escola Superior
de Educacdo Fisica, Fisioterapia e Danga, por um profissional devidamente qualificado e
habilitado, sempre na presenca do responsavel pelo projeto. O sangue foi coletado na regido

antecubital, com o local previamente preparado, higienizado e refrigerado para a realizacdo do
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procedimento. Em todas as coletas, foram retirados 16 mL de sangue através de puncéo
venosa por meio de seringas e agulhas descartaveis. A agulha foi descartada imediatamente
em recipientes apropriados para materiais perfurocortantes, adotando todos os cuidados de
biosseguranca de acordo com a resolucdo 358/05 CONAMA. O sangue foi coletado em tubos
para soro e com EDTA (para separagdo das células mononucleares). Antes da separacdo das
celulas mononucleares, o sangue total foi aliquotado e incubado a duas temperaturas distintas
em banho-maria (37 e 42 °C) por duas horas. O objetivo desta estratégia é verificar a
habilidade das células em responder ao estresse (42 °C) expressando HSP70. Apés a
incubacdo (2 horas), as células mononucleares serdo separadas por camadas de sangue em

Histopaque 1077 (Sigma), como previamente descrito®,
Anélises bioquimicas

A mensuragdo HSPAZ1A intracelular foi feita através da técnica de Western Blot e as
membranas foram reveladas no aparelho ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare) e os dados
foram expressos em unidades arbitrarias. A HSPA1A extracelular foi feita através de um kit
ELISA de alta sensibilidade para HSP70 (Amp’d HSP70 High Sensitivity ELISA kit; Enzo
Life Sciences, Nova lorque, Estados Unidos). Os resultados foram expressos por ng/ml. A
atividade da enzima antioxidante SOD foi determinada, em soro, de acordo com a técnica
descrita por Mirsa e Fridovich (1972) na qual se mensura a capacidade da SOD em inibir a
auto-oxidacdo da adrenalina. Os valores de SOD foram expressos em USOD/ mg de proteina.
A CAT, em soro, foi realizada com base na técnica de Aebi (1984) na qual se avalia a
capacidade da catalase em consumir o peroxido de hidrogénio (H202). Os resultados foram
expressos em constante por mililitros (k/ml). As analises de SOD e CAT foram feitas no
espectrofotobmetro Ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech) Para determinar o indice de
peroxidacdo lipidica, em soro, foi utilizado o método de substancias reativas ao &cido
tiobarbiturico (TBARS) de acordo com o método descrito por Draper et. al. (1993) com os
resultados expressos por nmol/ml. A determinagcdo dos niveis de nitratos/nitritos totais, em
plasma, foi realizada de acordo com o método de Garcia-Robledo et. al. (2014) na qual é
utilizado cloreto de vanadio (VCIs) para que reaja com nitrato e haja formacao de nitrito. Os
resultados foram expressos M. Para avaliacdo do perfil lipidico e da glicose, em plasma, foi
utilizado o aparelho Cobas C111 (Roche, Séo Paulo, Brasil) com kits especificos para cada

analise. Os resultados foram expressos em mg/dL.
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Analise estatistica

Foi utilizado o teste de Shapiro Wilk para verificacdo da normalidade das variaveis,
assumindo uma distribuicdo normal homogénea. Foi utilizada analise de variancia (ANOVA)
de duas vias com pos-Teste de Bonferroni. Além disso, foi utilizado o teste t ndo pareado para
analise do delta em algumas variaveis. Os valores foram considerados significativamente

diferentes quando p < 0,05. A andlise estatistica foi realizada utilizando o GraphPad Prism 7.

3.3 RESULTADOS
Selecdo dos voluntarios

O total de 53 sujeitos entraram em contato, via telefone ou email, interessados em
participar do estudo. Desses, somente 23 seguiram para o primeiro dia de visita, que incluia o
preenchimento dos questionarios e avaliacdo meédica. A partir disso, 18 sujeitos foram
incluidos e apenas dois voluntarios desistiram da pesquisa, um por motivo de lesdo e o0 outro

por falta de tempo. Abaixo segue o quadro com a sele¢do dos voluntarios.

Contato por telefone e
email
(53 sujeitos)

Excluidos por:

> IMC > 29= 10 Problemas articulares=4

Fumar= 2 Treinar=4

.~ 1 Outros motivos= 10
Avaliacao médica e

entrevista
(23 sujeitos)

Excluidos por:
>

Problemas articulares=5

Incluidos no Projeto
(18 sujeitos)

> Desistiram do projeto
(2 sujeitos)

Finalizaram o projeto
(16 sujeitos)

Figura 5. Fases da selecdo de voluntarios para que fossem incluidos no estudo.
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Lista de medicamentos

Entre os voluntérios que participaram do estudo, seis deles faziam uso de algum
medicamento, 0 que corresponde a menos da metade da amostra. Dentre os utilizados, estdo
incluidos medicamentos para hipertensdo, depressdo e/ou ansiedade, para varizes e de
reposi¢do hormonal. A tabela oito mostra com mais detalhes a relagdo de medicamentos e sua
funcéo.

Tabela 8. Lista de medicamentos utilizados pelos voluntarios.

N° de Sujeitos MEDICAMENTO FUNCAO DOENCA
1 Avradois 25 mg Inibidor da ECA Hipertensdo
1 Fluoxetina 20 mg ISRS Depressdo, TOC e ansiedade
1 Puran T4 100 mg Hormbnio sintético Reposi¢do hormonal

Velija 30 mg u .

1 (Cloridrato de Duloxetina) ISRSN Depresséo, TOC e ansiedade
1 Amitriptilina ISRSN Depressdo
1 (Diosmir?;:lg:;eri dina) Vasculoprotetor Varizes, petéquias

TOC: transtorno obsessivo compulsivo;
ECA: enzima conversora da angiotensina;
ISRS(N): Inibidor Seletivo do Receptor de Serotonina (e Noradrenalina).

Aderéncia ao treinamento

Os sete sujeitos que participaram do grupo que realizou o treinamento de forca
compareceram a todas as sess@es de treino, correspondendo a 100% de aderéncia. Para que o
voluntario ndo fosse excluido pelo nimero de faltas, 0 mesmo deveria ter ido a, pelo menos,

75% das sessOes, ou seja, 27 sessoes.

Pico do consumo de oxigénio (VO2 pico)

N&o houve diferenca significativa entre os grupos tanto no momento pré quanto no pos-
treinamento. Quando comparado 0s momentos pré e pés dentro dos grupos também néo
houve diferenca significativa (p>0,005). Os valores para 0 VO2 pico no grupo Treinado no
momento pré foram de 29,17+7,3 (ml/kg/min) e no momento pés de 36,17+ 5,15 (ml/kg/min).

Para o grupo Controle os valores foram de 35,86+7,1 e 35,49+10, respectivamente.
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Pico do consumo maximo de oxigénio
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Figura 6. Valores do VO2 (consumo de oxigénio) de pico pré ¢ pos treinamento em
sujeitos de Meia Idade alocados em grupo controle ou treinado (p>0,05). Valores
expressos de VO2 pico em (ml/kg/min).

Espessura muscular

N&o houve diferenca significativa entre os momentos pré e pds-treinamento e entre 0s
grupos no musculo vasto lateral (p>0,005). Os valores para o grupo Treinado foram:
21,3£3,13 mm e 22,66+4,07 mm, respectivamente. E para o grupo Controle: 19,66+1,46 mm
e 19,36+2,23 mm. Da mesma forma, ndo houve diferenca significativa ao analisar o musculo
vasto medial. Para o grupo Treinado os valores pré e pos foram: 24,08+7,73 mm e 28,5+6,71
mm, respectivamente. No grupo Controle os valores pré e p6s foram: 24,18+3,23 mm e
24,4+2,15mm, respectivamente. Quando analisado o musculo reto femoral houve interacéo
significativa (p=0,0224), com o0s seguintes valores pré e pds para o grupo Treinado
(19,46x£4,8mm e 20,14+4,77mm) e para o Controle (19,62+2,3mm e 18,94+1,45). No
musculo vasto intermédio houve diferenca entre grupos no momento pos (p=0,0400). Os
valores pré e pés do grupo Treinado foram: 18,53+3mm e 19,95+2,97mm. Para 0 grupo
Controle os valores foram os seguintes: 17,39+2,98mm e 16,19+2,36mm. Por ultimo,
verificando os valores para todo o quadriceps houve diferenca significativa entre 0s
momentos pré e pos no grupo Treinado (p=0,0028). Os valores para esse grupo foram os
sequintes: 83,51+13,88mm e 91,27+14,36mm. E para o Controle: 80,87+6,66mm e
79,04+5,53mm. O gréfico abaixo ilustra os valores pré e p6s dos dois grupos para 0

quadriceps.
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Espessura muscular do quadriceps
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Figura 7. Espessura muscular do quadriceps (EM QT) avaliada por ultrassom em sujeitos

de Meia Idade alocados em grupo controle ou treinado. A s mensuragdes foram realizadas
antes e depois do periodo de treinamento. Valores expressos em milimetros (mm).

w2
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Eco-intensidade
Nas quatro porc6es do quadriceps (vasto lateral, intermédio e medial e o reto femoral) ndo
houve diferenca significativa entre 0s momentos pré e pos e entre grupos (p>0,05). Os valores

para o grupo Treinado e Controle sdo mostrados na tabela.

Tabela 9. Valores para Echo-intensity nos momentos pré e p6s. Média + dp.

Porcio do quadriceps : Controle : , Treinado ,
Pre Pos Pre Pos
Vasto Lateral EI(U.a.) 57,83+12,18 57,9+11,6 52,04+12,32 46,16+6,04
Reto Femoral El (U.a.) 61,66+14,21 61,66+10,83 59,36+15,89 58,06+11,75
Vasto Intermédio EI (U.a.)  29,92+8,61 33,5+7,12 25+6,80 23,53+3,23
Vasto Medial El (U.a.) 64,29+11,92 66,98+10,48 66,55+20,23 64,60+12,6

El: Echo intensity. Valores expressos emunidades arbitrarias (U.a.)
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Tecido adiposo subcuténeo (SAT) e visceral (VAT)
N&o houve diferenca significativa entre 0s grupos e nos momentos pré e pos dentro dos
grupos tanto para 0 SAT quanto para 0 VAT (p>0,05). Os valores para as duas variaveis nos

dois grupos sdo mostrados na tabela abaixo.

Tabela 10. Valores para tecido adiposo subcutaneo (SAT) e visceral (VAT) nos momentos pré e p6s. Média + dp.

. Controle Treinado
Variavel
Pré Pos Pré Pos
SAT (mm) 25,31+8,88 25,6+11,54 23,7745,92 23,34+4,23
VAT (mm) 43,19+15,61 44 58+14,6 39,15+13,59 39,55+9,02

Valores para SAT e VAT expressos em milimetros (mm).

Parametros de forga muscular

Os valores de forca foram analisados levando em consideracéo os valores pré e pos, além
do delta (A), conforme é mostrado na tabela abaixo. No exercicio leg press houve diferenca
significativa entre os momentos pré e p6s no grupo Treinado (p=0,0048) e ao considerar 0s
valores do delta, houve diferenga significativa entre grupos (p=0,0066). Da mesma forma,
houve diferenca no exercicio de biceps entre pré e pés no Treinado (p=0,0058) e no delta
(p=0,0141) entre grupos. Para o exercicio supino (barra guiada) também houve diferenca no
grupo Treinado entre os momentos pré e pds (p=0,0028) e entre grupos considerando o delta
(p=0,0073). O mesmo aconteceu no exercicio remada onde houve diferenca entre o0s
momentos no grupo Treinado (p=0,0060) e entre grupos analisando o delta (p=0,0321). No
exercicio flexor também houve diferenca entre os momentos no grupo Treinado (p=0,0016) e
entre grupos pelo delta (p=0,0151). Para o exercicio de triceps houve diferenca significativa
entre grupos no momento pré (p=0,0343), além da diferenca no grupo Treinado entre 0s
momentos (p=0,0031) e entre grupos pelo delta (p=0,0285). Nos exercicios extensor e flexdo
plantar houve diferenca significativa apenas entre momentos no grupo Treinado (p=0,0014) e

(p=0,0280), respectivamente.
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Tabela 11. Valores de forga para o teste de 1RM estimado nos momentos pré e p6s. Média + dp.

Exercicio Controle Treinado

Pré Pbs A Pré Pds A
LegPress (kg) 172,94+46,38 171,67+32,39 (-)1,27+24,831 143,28+96,92* 244,143+163,97*100,86+92,747
Supino (kg) 2748,2 26,44+7,83 (-)0,77+2,631  14,57+9,16* 24,71+£18,15*  10,14+9,877
Extensor (kg) 51,5+13,38 58,5+16,06 7+7,2 41,71+16,95*  61,43+32,19* 19,71+16,45

Remada (kg) 45,39+10,69  46,66+10,28  1,2843,41+ 36,57+£9,52* 47,78+£21,37*  11,21£12,03F
Flexor (kg) 82,83+21,99 86,16+21,6  3,33+14,191 62,43+16,37*  87,93£33,47*  25,5+17,9%
Biceps (kg) 8,06£1,69 8+1,54 (-)0,06+0,68+  7,36x1,54* 8,78+2,61* 1,43+1,401
Flexdo Plantar (kg) 65,55+23,92 74,5229 8,94+16,58  48,78+20,65*  72,28+44,84*  23,5+27,89
Triceps (kg) 42,05+10% 43,67+7,58 1,61+5,5+ 29,714+6,471* 39,28+£13,56*  9,57+7,56+
Diferenca entre 0s grupos no momento pré (%). Diferenca entre pré-p6s treinado (*). Diferenga entre 0s A (1).

1RM: Uma repeti¢do maxima. Valores expressos em kilograma (kg).
O exercicio supino foi realizado combarra guiada.

Testes Funcionais

Para o exercicio de subir um lance de escadas houve diferenca significativa no grupo
Treinado entre os momentos (p=0,0358). Nesse grupo os valores pré e pds foram: 4,33+0,65
seg. e 3,73+0,39 seg. Para o grupo Controle: 3,92+0,74 seg. e 4,05+0,75 seg.

Teste de subir um lance de escadas
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Figura 8.Teste de subir um lance de escadas pré e pds treinamento em sujeitos de Meia
Idade alocados em grupo controle ou treinado. Valores expressos em segundos (s).
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No exercicio de sentar e levantar em trinta segundos houve diferenca entre grupos pos-
treinamento (p=0,0084) e no grupo Treinado entre momentos (p=0,0013). Os valores pré e
pos para 0 grupo Treinado foram: 12,71+1,79 (n° de repeticbes) e 17,57+4,13 (n° de
repeticdes). Para o grupo Controle: 14,22+1,56 (n° de repeticGes) e 13,55+2 (n° de repeticdes).

Teste de sentar e levantar em trinta segundos
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Figura 9.Teste de sentar e levantar em trinta segundos pré e pos treinamento em sujeitos
de Meia Idade alocados em grupo controle ou treinado. Valores expressos em numero de
repetigdes.

Parametros de estresse oxidativo e nitritos
Nessas quatro variaveis bioguimicas, ndo houve diferenca significativa entre os grupos e

entre os momentos (p>0,005). Os valores por grupo e momento estdo na tabela abaixo.

Tabela 12. Valores para estresse oxidativo e nitritos nos momentos pré e pés. Média + dp.

. Controle Treinado
Variavel
Pré Pos Pré Pos
SOD (USOD/mg PTN) 1,006+0,695 1,135+0,762 1,370+0,992 1,393+0,798
CAT (k/mL) 4,082+2,284 3,19+1,74 2,381+0,9 3,036+1,32
Nitritos (LM) 139,443+76,16 116,95+53,06 158,82+56,66 137,16+66,74
TBARS (nmol/mL) 3,159+0,705 3,342+0,981 3,195+1,4 2,505%0,466

SOD: super6xido dismutase. Valores expressos emunidades de SOD por miligrama de proteina(mg/PTN)
CAT: catalase. Valores expressos em constante (k) por mililitros (ml).
TBARS: substancias reativas ao acido tiobarbiturico.



44

Resposta ao choque térmico— HSP70 extracelular

Quando comparada todas as varidveis ao mesmo tempo (37 °C e 42 °C, momentos e
grupos) ndo houve diferenca significativa (p>0,05). Entretanto, ao analisar apenas o0 pos-
treinamento houve diferenca significativa entre 37 °C e 42 °C no grupo Controle (p=0,042) e
no Treinado (p=0,0164). Ou seja, ambos 0s grupos, treinado e controle, apresentam respostas
similares quando suas células sdo submetidas ao estresse termico. No entanto, o treinamento

de forca ndo modifica essa resposta. O grafico abaixo ilustra esse resultado.

HSR apés o treinamento
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Figura 10. Resposta ao choque térmico (HSR) no momento pds-treinamento
em sujeitos de Meia Idade alocados em grupo controle ou treinado. Amostras
foram colocadas durante duas horas em temperaturas distintas (37°C e 42°C) e
depois a HSP70 extracelular foi avaliada com kit ELISA de alta sensibilidade
para HSP70.

HSP70 Intracelular- Basal e resposta ao choque térmico

Ao comparar os valores basais (sem choque térmico) entre 0s grupos e momentos ndo
houve diferenga significativa (p>0,05). Da mesma forma, quando avaliado a resposta ao
choque térmico em leucocitos ndo houve diferenca significativa considerando todas as
variaveis (37 °C e 42 °C, momentos e grupos) ndo houve diferenca significativa (p>0,05). A
auséncia de diferencas na expressdo de iHSP70 entre as temperaturas 37 °C e 42 °C (que eram

esperadas), pode ser devida a diversos fatores: I) tempo insuficiente (2h) para expressar a
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proteina de forma significativa e consistente ou Il) transporte imediato da HSP70 sintetizada

para o meio extracelular. Os gréaficos abaixo ilustram os resultados.
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Figura 11. Analise quantitativa de HSP70 intracelular normalizada pelo GAPDH em
sujeitos de Meia Idade alocados em grupo controle ou treinado. Avaliagdes foram feitas
antes e depois do treinamento. Valores expressos em unidades arbitrarias.
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Figura 12. Analise quantitativa da HSP70 normalizada pelo GAPDH apds resposta
ao choque térmico em sujeitos de Meia Idade alocados em grupo controle ou
treinado. As amostras foram colocadas em duas temperaturas (37°C e 42°C) durante
duas horas para posterior avaliagdo da HSP70 por Western Blot. Avaliagdes foram

feitas pré e poOs treinamento. Valores expressos em unidades arbitrarias.
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Avaliando a relacdo entre a HSP70 extra/intracelular ndo foi encontrado diferenca
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Figura 13. Relagao entre HSP70 extra e intracelular avaliada em sujeitos de
Meia Idade alocados em grupo controle ou treinado. Relagdo foi feita nos
momentos pré e pos treinamento.

significativa entre grupos e momentos (p>0,05). O grafico abaixo mostra os resultados.
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3.4 DISCUSSAO
Os principais resultados desse estudo mostram que sujeitos saudaveis, de Meia ldade,

submetidos a um protocolo de treinamento de forga por doze semanas obtiveram ganhos de
forca, aumento da espessura muscular e melhora em exercicios funcionais. Ademais, esses
voluntéarios, independente do treinamento, mantém em parametros, aparentemente normais, a
HSR.

Como j4 esta amplamente descrito na literatura, o treinamento de forca é uma estratégia
importante para aprimoramentos na forca muscular (Hakkinen et. al., 1998; Aagaard et. al.,
2002; Karavirta et. al., 2009). Esses ganhos sdo importantes para manutencéo do desempenho
fisico e prevencdo da sarcopenia e da dinapenia (perda de forca muscular) (Clark; Manini,
2008). Isso também se torna relevante para sujeitos de Meia ldade que estdo na fase inicial do
processo de envelhecimento. A respeito disso, estudos longitudinais tém verificado perdas de
forca, poténcia e qualidade muscular tanto em sujeitos de Meia Idade quanto em idosos
(Kennis et. al., 2014; Delmonico et. al., 2009; Reid et. al., 2014).

O estudo de Kennis e colaboradores (2014) analisou 105 homens (média de idade: 46 anos)
em duas avaliacbes com um intervalo de dez anos para verificar alteracdes de forca e
composicdo corporal resultantes do processo de envelhecimento. ApOs o0s dez anos, 0S
pesquisadores encontraram reducdo de forca e poténcia muscular e diminuigcdo da capacidade
aerdbia. Apesar dos resultados demonstrarem modestos ganhos de massa muscular e corporal,
ocorreram significativas reducdes na eficiéncia muscular. Essa mensuracdo foi feita pela
relacdo entre forca ou poténcia com a massa muscular da perna. Segundo os autores, isso
demonstra que aumentos da massa muscular ndo seriam tdo preponderantes para manutencao
da forca muscular e que fatores neurais se deteriorariam antes e, por isso, seriam importantes
para reducdo da eficiéncia muscular (Kennis et. al., 2014). Uma possivel explicacdo é que
sujeitos de Meia ldade ja estdo perdendo unidades motoras nas fibras de contracdo rapida, e
qguando as mesmas séo reinervadas, 0 sdo por neurdnios motores que inervam as fibras de
contracdo lenta (Aagaard et. al., 2010). Portanto, existiria uma reducdo de forca anterior a
perda de massa muscular em sujeitos de Meia ldade.

Como contraponto a isso, e mencionado anteriormente, sujeitos de Meia ldade que
participam de programas de treinamento de forca demonstram aprimoramento de forca
muscular (Hakkinen et. al., 1998; Kemmler et. al., 2004) No estudo de Hé&kkinen e
colaboradores (1998) seis meses de treinamento possibilitaram ganhos de forca isométrica e
dindmica (avaliado por uma repeticdo maxima-1RM) nos membros inferiores. Outro estudo

demonstrou ganhos de forca isomeétrica nos membros superiores e inferiores e de forca
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dindmica (1RM) nos membros inferiores ap6s 21 semanas de treinamento (Karavirta et. al.,
2009). Esses estudos corroboram com 0s nossos resultados, demonstrando que sujeitos de
Meia ldade aumentam a forca e, mais especificamente, a forca dinamica apds o treinamento.

Ademais dos ganhos de forca proporcionados pelo treinamento, a melhora da capacidade
funcional tem sido verificada na literatura (Bautmas et. al.,2005; Njemini et. al., 2017). A
consequéncia disso é maior independéncia para realizagdo de tarefas, como as atividades da
vida diaria (AVDs) (Lynch et. al. 2011) No presente experimento ocorrem melhoras na
execucdo dos dois testes funcionais realizados (subir um lance de escadas e sentar e levantar
em trinta segundos). Corroborando com nossos achados, Batumans e colaboradores (2005)
encontraram melhora da capacidade funcional apés seis semanas de treinamento de forca. Os
testes realizados foram caminhada de seis minutos e sentar e levantar da cadeira em trinta
segundos. Da mesma forma, outro estudo do mesmo grupo verificou, ap6s doze semanas de
treinamento de forca, aumento no nimero de repeticGes para o teste de sentar e levantar em
trinta segundos, aumento na distancia para o teste de caminhada de seis minutos e redugéo do
tempo para o teste de sentar e levantar cinco vezes (Njemini et. al., 2017).

Os nossos achados corroboram com os estudos citados anteriormente, principalmente
porque um dos testes realizados foi 0 mesmo que o do presente estudo (teste de sentar e
levantar em trinta segundos). Entretanto, n&o realizaram o teste de subir um lance de escadas.
Para efeito de comparagdo com o presente experimento que encontrou melhoras no teste de
subir um lance de escadas, um estudo com duracdo de 24 semanas de treinamento de forca
demonstrou reducdo no tempo para execucdo desse teste ao final do treinamento (Henwood
et. al., 2008).

Na literatura, vem sendo encontrado relacdo entre capacidade funcional e qualidade
muscular do quadriceps femoral (Rech, et. al,. 2014; Wilhelm et. al., 2014). Nesses casos, a
qualidade muscular é avaliada pela Eco-intensidade (Echo-intensity-El), onde um aumento da
mesma indicaria aumento de tecido ndo contratil no muasculo (Wilhelm et. al., 2014).
Portanto, o aumento da EI estaria relacionada com diminuigdo da capacidade funcional. Ao
contrério dos nossos resultados, muitos estudos demonstraram reducdo da El ap6s o
treinamento de forga tanto em jovens quanto em idosos (lkezoe et. al., 2017; Radaelli,
2013a,b). Um treinamento de forca, utilizando o exercicio extensor de joelhos, durante oito
semanas em jovens foi eficaz para, além de melhorar forca e massa muscular, reduzir a El
(Ikezoe, 2017). Em idosos, treze semanas de treinamento de forga foram eficazes para reduzir

a El (Radaelli, 2013b) Uma possivel explicacdo para o presente estudo ndo ter encontrado
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alteracdo na El apo6s o treinamento, pode estar relacionado com a faixa etaria muito grande do
grupo (40-59 anos), acarretando em resultados mais heterogéneos.

Um estudo tentou verificar relacdo entre El e capacidade aerobia (Cadore et. al., 2012).
Visto que a capacidade aerobia esta relacionada com a capacidade funcional, seria possivel
uma relacdo entre ElI e desempenho aerdbio (Cadore et. al., 2012). Nesse estudo, 0s
voluntarios realizaram um teste incremental em ciclo ergdbmetro para verificar o pico do
consumo de oxigénio (VO pico), além da EIl ter sido avaliada. Os autores encontraram
associacdo entre El e as cargas de trabalho nos limiares ventilatorios (LV1 e LV2), indicando
que o aumento de tecido ndo contrdtil no musculo influenciaria de modo negativo o
desempenho aerdbio (Cadore, 2012). Como no presente experimento ndo houve alteracdo na
El, isso ndo influenciou de maneira positiva incrementos no VO_ pico. Ademais, € possivel
que o treinamento de forca ndo seja tdo eficiente para aprimorar o VO3 pico, ainda mais em
sujeitos de Meia Idade que ndo possuem uma reducdo tdo dréstica no desempenho aerdbio
quanto idosos.

Ainda que as reducbes de forca e da qualidade muscular ndo estejam diretamente
relacionadas com a perda de massa muscular, aprimoramentos da mesma sao importantes para
prevencdo da sarcopenia e resisténcia a insulina (Cleasby et. al,. 2016) e manutencdo das suas
fungBes como o6rgdo enddcrino (Pedersen, 2009). Os aumentos de massa muscular
encontrados no presente experimento corroboram com outros estudos (Hakkinen et. al., 1998;
Radaelli et. al. 2013b, Ikezoe et. al., 2017) Esses aumentos encontrados nos estudos foram
verificados tanto avaliando pela espessura muscular (Radaelli et. al. 2013b, Ikezoe et; al.,
2017) quanto pela area de sec¢do transversa do musculo (Hakkinen et. al., 1998). Ademais do
que foi mencionado anteriormente, 0os ganhos de massa muscular sdo importantes, visto que a
perda da mesma, causada pela inatividade fisica, pode preceder a reducdo de massa Ossea
(Lloyd et. al., 2014). O que resultaria em um sujeito fragil e dependente (Clark; Manini, 2008)
Considerando que a perda de massa muscular € inerente ao envelhecimento, uma atenuagdo
da mesma pode ser importante para manutencdo da massa muscular e dssea. Dessa forma,
pode-se considerar que o treinamento realizado nesse experimento seria uma estratégia efetiva
para tal.

Sabe-se que com o0 avangar da idade, mais especificamente pelos 40 anos, além do
aumento de lipideos intramuscular, ocorre aumento do VAT. Esse aumento tem relagdo com a
redistribuicdo de gordura do SAT para o VAT (Palmer; Kirkland, 2016; Tchkonia et. al.,
2010). Portanto, aumentos no VAT estariam mais relacionados com doencas relacionadas ao

envelhecimento (Tchkonia et. al., 2010). Como estratégia para reducdo do VAT, o exercicio
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parece ser efetivo (Ismail, 2011; Vissers et. al., 2013). Ao realizar uma revisdo sistematica e
meta-andlise, Ismail e colaboradores (2011) verificaram que em sujeitos com sobrepeso ou
obesos apenas 0 exercicio aerdbio seria eficaz para reducdo do VAT. Néo foi encontrado
efeito significativo para o treinamento de for¢a. Um dos critérios utilizados no estudo foi que
as intervencOes deveriam ter pelo menos quatro semanas de duracdo. Outra meta-analise
também demonstrou que o treinamento aerdbio (duracdo de no minimo oito semanas) seria
mais efetivo para reducdo do VAT que o treinamento de forca em sujeitos com sobrepeso e
obesos (Vissers et. al., 2013). Esses achados corroboram com 0S Nnossos, Vvisto que nao
encontramos ao final do treinamento reducdo do VAT. Além do treinamento de forca parecer
ser menos eficaz para reduzi-lo, os voluntérios do presente estudo ndo eram obesos, 0 que
possivelmente dificulta perceber alguma modificacdo no VAT.

O presente estudo também ndo encontrou modificacbes do SAT ao final do treinamento.
Esse resultado vai ao encontro do estudo de Keating e colaboradores (2017). Ainda que o
estudo tivesse apenas voluntarios com sobrepeso e obesos, os autores ndo verificaram
alteracdes no SAT ap0s as oito semanas de treinamento de forca. Aparentemente o
treinamento ndo parece efetivo para reduzir o SAT. Além disso, reducédo isolada do mesmo
parece ndo melhorar a sensibilidade a insulina no masculo esquelético, figado e tecido
adiposo, ademais de ndo alterar marcadores inflamatorios na circulacéo (Klein et. al., 2004).

A inatividade fisica relacionada com o processo do envelhecimento estd diretamente
relacionada com o aumento do dano oxidativo e, por consequéncia, da inflamacao (Bouzid et.
al., 2015; De Maio; De la Fuente, 2015) Sobre isso, as adapta¢fes ocorridas com a pratica do
exercicio parecem aumentar atividade antioxidante (Gomez-Cabrera, 2007). No musculo
esquelético isso ocorreria mediado pelo NF-kB, pois a mesma possui sitios de ligacdo na
regido promotora dos genes das enzimas antioxidantes, principalmente MnSOD (manganés
superdxido dismutase) e GPx (glutationa peroxidase) (Gomez-Cabrera et. al., 2007). Em
relacdo aos nossos resultados, ndo encontramos aumento da atividade antioxidante circulante
avaliando a SOD e a CAT (catalase) e peroxidacdo lipidica avaliado pelo TBARS. Trés
estudos do mesmo autor (Azizbeigi et.al., 2013; 2014; 2015) verificaram gue oito semanas de
treinamento de forgca melhoram atividade da SOD e da GPx e reduzem o0s niveis de
peroxidacao lipidica. Algumas diferencas importantes entre 0 nosso e os trés estudos sdo que
0s participantes dos trés estudos eram jovens enquanto do nosso eram maiores de 40 anos e
em dois estudos (Azizbeigi et. al, 2013; 2014) as enzimas antioxidantes foram avaliadas em
eritrocitos. Essa seria uma possivel explicacdo para ndo ter ocorrido diferenca da SOD e CAT

apos o treinamento no presente estudo. Outro ponto importante € que os niveis de peroxidacdo
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lipidica avaliados nos estudos foram por um método direto, mensurando os niveis de MDA
(malondialdeido), e no presente estudo foi utilizado um método indireto. Apesar disso, pode-
se dizer que ha uma tendéncia para diminuicdo do TBARS (interacdo p=0,0506) e que pode
estar sendo influenciada pelo nimero de sujeitos reduzido no estudo.

Além das enzimas antioxidantes, as proteinas de choque térmico (HSPs) sdo consideradas
um mecanismo de defesa celular. No caso do presente estudo, onde foi avaliado a HSP70
intracelular no momento basal e em resposta ao choque térmico, nao foi encontrada diferenca
significativa ap6s o treinamento. Ao comparar, inicialmente, o resultado da HSP70 basal do
presente estudo com outros, nossos achados vao de encontro ao visto na literatura. Na
realidade, trés estudos demonstram reducéo da HSP70 basal apds o treinamento (Bautmans et.
al., 2005; Tiss et. al., 2014; Valls et. al., 2013) e um encontrou aumento da mesma
(Rodriguez-Miguelez et. al., 2014). Apesar dessas divergéncias, alguns aspectos devem ser
considerados. Um estudo de Fehrenbach e colaboradores (2001) verificou que atletas de
maratona possuem, apds realizarem meia-maratona, maior expressao de HSP70 em
leucdcitos. Além disso, verificou que em condicdes de repouso (basal) os atletas teriam menor
expressao de iHSP70 do que sujeitos ndo treinados. Segundo os autores, a menor expressao de
HSP70 em leucdécitos dos atletas estaria relacionada com redugdo de intermediarios reativos
ao oxigénio nessas células. Dessa forma, seria possivel cogitar que o treinamento
possibilitaria menor expressao em condi¢Oes basais de HSP70, mas aumentaria sua expresséo
em condicgdes de estresse agindo como um mecanismo protetor. Da mesma forma, o estudo de
Tiss e colaboradores (2014) verificaram que sujeitos obesos possuem maiores niveis basais de
iIHSP70 no tecido adiposo que sujeitos com peso normal e que trés meses de exercicio
restaurou os valores da iHSP70 em obesos para valores proximos aos normais. Nos obesos, 0s
niveis aumentados em condi¢des basais seriam uma forma de contrapor o estresse metabdlico
no tecido adiposo (Tiss et. al., 2014). Considerando esses aspectos é possivel que o exercicio,
mais precisamente o treinamento de forca, reduza em condi¢cdes basais a expressdo de
IHSP70, visto que a célula ndo estaria em estresse. A partir disso, € possivel que nédo
tenhamos encontrado diferenca apds o treinamento, em virtude do menor nimero de sujeitos
no grupo treinado em relagéo a esses estudos.

Apesar de uma possivel redugdo da HSP70 intracelular ocorrer em células mononucleares
(PBMC) e no tecido adiposo como adaptacdo ao treinamento, 0 inverso parece ocorrer no
masculo esquelético. Na literatura tem se descrito reducdo da expressdo de HSP70 no
musculo esquelético relacionado com menor sensibilidade a insulina e atividade enzimaética

mitocondrial (Archer et. al., 2018; Henstridge et. al., 2014) Entretanto, o exercicio parece
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reverter o quadro aumentando a expressdao de HSP70 (Archer et. al., 2018). A partir disso,
seria possivel cogitar que o exercicio modula de forma diferente érgdos e células imunes.

Analisando o efeito do treinamento na resposta ao choque térmico considerando tanto a
HSP70 intracelular quanto a extracelular, nossos resultados ndo demonstram diferenca entre
0s momentos. Como o presente estudo, Bautmans e colaboradores (2005) avaliaram o efeito
do treinamento na HSR. Apos seis semanas encontraram diferenca da producdo de HSP70 em
linfécitos e monadcitos apds o choque térmico avaliado por citometria de fluxo. A possivel
explicacdo para diferenca de resultados entre os estudos seria o protocolo de inducdo do
choque térmico. Basicamente, no presente experimento o choque térmico durou duas horas e
logo apds os leucdcitos foram separados. No estudo de Bautmans e colegas (2005) o choque
térmico teve duracdo de uma hora e apos as células foram colocadas em repouso (37 °C) por
quatro horas.

Da mesma forma que na HSP70 intracelular, ndo houve efeito do treinamento na resposta
ao choque térmico para eHSP70 (avaliado no plasma). Entretanto, houve maior liberacdo de
eHSP70 para o plasma em resposta ao choque térmico tanto no grupo controle quanto no
grupo treinado. Uma plausivel explicacdo para essa diferenca entre HSP70 intra e extracelular
é que a duracdo do choque térmico foi suficiente para as células exportarem HSP70, mas ndo
suficiente para aumentarem a producdo. Parece que uma maxima producdo de HSP70 ocorre
apos quatro horas do choque térmico (Njemini et. al., 2002). Apesar do tempo de choque
térmico, aparentemente, ndo ter sido suficiente para notar modificacdo na expressdo de
iIHSP70 é possivel dizer que sujeitos de Meia lIdade, fisicamente ativos, possuem uma
resposta ao choque normal como visto pela maior liberagcdo de eHSP70, indicando uma acéo
citoprotetora frente ao estresse agudo.

Considerando que, em condicdes basais, a iHSP70 possuem funcdo citoprotetora, anti-
inflamatdria e anti-apoptdtica e a eHSP70 possui acdo pro-inflamatéria e pro-apoptética, a
relacdo entre eHSP70 e iHSP70 (indice H) seria um indicador de estado inflamatorio (Krause
et. al., 2015b). Quando realizado essa relacdo com os dados do presente experimento, ndo foi
encontrada diferenga entre grupos e entre momentos, de modo que, o treinamento nédo se
mostrou eficaz para melhorar o estado inflamatdrio, pelo menos quando verificado pelo indice
H. Uma possivel explicacéo para esse resultado é o numero relativamente baixo de sujeitos no

experimento que dificulta uma analise mais precisa.
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4 ESTUDO 3- DADOS PRELIMINARES DA RESPOSTA AO TREINO EM IDOSOS
4.1 METODOLOGIA

Local de estudo e participantes

A pesquisa foi realizada no Laboratdrio de Fisiologia do Instituto de Ciéncias Bésicas da
Saude (ICBS), no Laboratério de Pesquisa e Exercicio (LAPEX) e na academia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). A amostra se caracteriza por
conveniéncia, na qual foram recrutados nove sujeitos entre homens e mulheres com idade
entre 60 e 75 anos, (idade 63,78+2,86 anos; altura 1,60+0,08 m; massa corporal 66,64+8,87
kg, média e desvio padrdo respectivamente), fisicamente ativos avaliados pelo IPAQ
(International Physical Activity Questionnaire) versdo longa, validado para a populacdo
brasileira (Matsudo et. al. 2001) e pelo PARQ (Physical Activity Readiness Questionnarie),
que ndo fossem fumantes, com indice de massa corporal (IMC) menor que 29 (kg/m?) e que
ndo estivessem praticando exercicio fisico nos ultimos seis meses. Foram excluidos do estudo
sujeitos que fossem diabéticos, com hipertensdo ndo controlada ou que possuissem alguma
limitacdo osteomuscular que impedisse a pratica de exercicios. Como mencionado no
experimento anterior, o calculo amostral foi de dez sujeitos por grupo. Todos os sujeitos
incluidos no estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),
conforme a Resolucdo CNS n° 196/1996 do Ministério da Saude. Esse estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica e Pesquisa da UFRGS sob o nimero de parecer 1.614.907.

Desenho experimental

Os voluntérios foram divididos em dois grupos (Treinado ou Controle) utilizando a pagina
virtual randomization.com. A randomizacdo foi realizada logo apds a finalizacdo das
avaliacdes pré-treinamento. Apos isso, 0s voluntarios realizaram trés meses de treinamento de
forga com frequéncia semanal de trés vezes ou trés meses de periodo controle. Em virtude dos
dados serem preliminares em quase todas as variaveis € mostrado apenas os resultados do

grupo treinado, exceto para a resposta ao choque térmico.

Tabela 13. Caracterizacdo da amostra (n=6).

Média + dp.

Variavel Idosos
Idade (anos) 63,5+1,51
Estatura (m) 1,56%0,05

Massa Corporal (kg) 64,319,14

IMC (kg/m2) 26,1+2,38
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Tabela 14. Valores para perfil lipidico e glicose. Média +

dp.
Variavel Idosos
Colesterol Total (mg/dL) 205,53+41,69
Triglicerideos (mg/dL) 141,01+34,93
HDL (mg/dL) 49,42+6,5
LDL (mg/dL) 127,9+39,21
Glicose (mg/dL) 103,47+13,04

O desenho do presente experimento segue 0 mesmo modelo do experimento dois, portanto
ndo serdo descritos aqui todas as técnicas e avaliacBes ja& mencionadas. Abaixo segue 0

desenho experimental.
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Sele¢do da amostra
(Critérios de inclusao)

Foram excluidos os Entrevista no Laboratério
* IPAQ e PARQ;

gue ndo passaram
«€rmmnn| - ASSINATURATCLE

na avaliacao o p
* AVALIACAO MEDICA

médica ou nos < ’
questionarios. TESTE VO2max.

Avaliacdes pré:
* Coleta de sangue;
* SAT e VAT;
* Echo-intensity e espessura
muscular;
* Teste de forga e dos
exercicios funcionais.

Treinamento Controle
(12 semanas) (12 semanas)

Ajuste de cargas

Avaliagdes pds:

*Coleta de sangue;

= SAT e VAT;

* Echo-intensity e
espessura muscular;
* Teste de forga e dos
exercicios funcionais.

Figura 14. Desenho experimental do estudo com idosos.

Registro alimentar
Foi realizado no momento da colheita de sangue antes do inicio da intervencédo
experimental um recordatorio alimentar das ultimas 24 horas. Quando foram feitas as

colheitas de sangue apds o periodo de intervengdo, os voluntarios receberam o registro
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alimentar e o repetiram nas 24 horas antes da colheita de sangue. Isso foi feito para tentar

evitar uma alteragcéo nos parametros do estresse oxidativo.

Tabela 15. Registro alimentar no periodo da coleta de
sangue. Média + dp.

Variavel Idosos
Calorias (kcal) 1306,6+310,30
Proteinas (g) 53,76+8,3
Carboidratos (g) 174,2+76,94
Lipideos (g) 44,44+15,84
Vitamina A (mcg) 271,69+225,46
Vitamina C (mg) 37,25+22,10
Vitamina E (mg) 2,72+1,92

Os macronutrientes foram representados em grama (g) enquanto a
vitamina A em microgramas (mcg) e as vitaminas C e E em miligramas

(mg).

Analise estatistica

O teste t pareado foi utilizado para analise entre 0s momentos pré e pds no grupo Treinado.
Os valores foram considerados significativamente diferentes quando p < 0,05. A anélise

estatistica foi realizada utilizando o GraphPad Prism 7.

4.2 RESULTADOS PRELIMINARES
Selecdo dos voluntarios

O total de 21 sujeitos entraram em contato, via telefone ou email, interessados em
participar do estudo. Para o primeiro dia de visita, que consistia na avaliagdo médica e
preenchimento de questionarios, apenas trezes sujeitos foram selecionados. Nesse dia, trés
sujeitos foram excluidos, de modo que dez sujeitos iniciaram o estudo. Desses, apenas um
voluntério desistiu, em virtude de outros compromissos. O total de nove voluntarios refere-se
ao grupo controle e treinado, entretanto como mencionado anteriormente sdo mostrados aqui
os resultados prévios do grupo treinado, que finalizou com seis voluntarios. Abaixo segue o0

quadro com a selecdo dos voluntérios.
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Contato por telefone e
email
(21 sujeitos)

Excluidos por:

> IMC>29=2 Outros motivos= 2

Diabetes=2 Treinar=2

Avaliagao médica e
entrevista
(13 sujeitos)

—_—

Hipertensdo ndo controlada=3

Incluidos no Projeto
(10 sujeitos)

> Desistiram do projeto
(1 sujeitos)

Finalizaram o projeto
(9 sujeitos)

Figura 15. Selecéo de voluntarios idosos para inclusdo no estudo.

Lista de medicamentos

Levando em consideracdo o total de sujeitos com mais de 60 anos incluidos no estudo
(nove), trés deles faziam uso de algum medicamento. Um voluntério utilizava dois
medicamentos para hipertensdo, outro fazia o uso de cinco medicamentos, dos quais dois
eram para hipertensdo, um para dislipidemia, um analgésico e outro fitoterapico. O outro
sujeito utilizava quatro farmacos, sendo dois para hipertensdo, um para ansiedade e um para
depressdo. Desses trés voluntarios apenas o primeiro estava no grupo que realizou o

treinamento. A tabela 17 mostra com mais detalhes a relacdo de medicamentos e sua funcéo.
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Tabela 16. Lista de medicamentos utilizados pelos voluntérios.

N° de Sujeitos MEDICAMENTO FUNCAO DOENCA
1 Enalapril 20mg Inibidor da ECA Hipertensao
Hidroclorotiazida Diurético Hipertensdo
Enalapril Inibidor da ECA Hipertensao
Sinvastatina Inibidor da HMG-CoA redutase Dislipidemia
1 AAS AINE Antipirético e Analgésico
Diurix (Hidroclorotiazida) Diurético Hipertensao
Ginkgo biloba Fitoterdpico "Potencializar memoria"
Hidroclorotiazida Diurético Hipertensao
Losartana Potéssica ARAS Hipertensdo
1 - Amplietl Estabilizador do SNC Ansiedade e "agitacdo”
(cloridrato de clorpromazina)
Amitriptilina ISRSN Depressdo

SNC: Sistema Nervoso Central;

ISRS(N): Inibidor Seletivo do Receptor de Serotonina (e Noradrenalina);
AINE: Antiinflamatério N&o-Esteroidal;
ARAs: Antagonista do Receptor de Angiotensina Il.

Aderéncia ao treinamento
Dos seis voluntarios que estavam no grupo que realizou o treinamento de forca, apenas
um esteve presente em todas as 36 sessdes. Por outro lado, o sujeito que frequentou 28 treinos
(correspondendo a 77,77% do total) foi o que menos compareceu. Em média, os seis
individuos estiveram presentes a 33% 3,22 sessdes, 0 que corresponde a 91,65+ 8,95% do

total.

Pico do consumo de oxigénio (VO2 pico)

Comparando os valores pré e pds- treinamento no grupo Treinado ndo houve diferenca
significativa (p>0,05). No momento pré-treinamento o VO2 pico foi de 32,67+ 7,55
(ml/kg/min) enquanto que no pés-treinamento os valores foram de 29,85+ 3,36 (ml/kg/min).
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Idosos Treinados
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Vo2 pico (mL/kg/min)
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Figura 16. Valores do VO2 (consumo de oxigénio) de pico pré e
pos treinamento em idosos (p>0,05). Valores expressos de VO2
pico em (ml/kg/min.),

7

<

Espessura muscular
Ao analisar os valores pré e pos-treinamento nédo se encontrou diferenca significativa para
nenhuma das porcdes do quadriceps (vasto lateral, reto femoral, vasto intermédio e medial) e
quando considerado todo o quadriceps (p>0,05). Os valores sdo mostrados na tabela abaixo.

Tabela 17. Valores para espessura muscular nos momentos pré e pos.

Média + dp.
< . Idosos
Porcéo do quadriceps oré Pos
Vasto Lateral EM(mm) 19,3+3,34 20,3345,16
Reto Femoral EM (mm) 16,73+3,81 17,79+2,76
Vasto Intermédio EM (mm) 18,14+7 20,56+5,03
Vasto Medial EM (mm) 22,47+8,39 23,3315

EM: Espessura muscular. Valores expressos em milimetros (mm).

Eco-intensidade
Os valores para as porc¢fes do quadriceps ndo diferiram de maneira significativa entre os
momentos pré e p6s. Da mesma forma, ndo houve diferenca considerando todo o quadriceps

(p>0,05). Os valores sdo mostrados na tabela abaixo.
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Tabela 18. Valores para Echo-intensity nos momentos pre e pos.

Media + dp.
Porcédo do quadriceps Pre Idosos Pos
Vasto Lateral EI(U.a.) 58,7+13,17 52,77+£16,15
Reto Femoral El (U.a.) 66,73+£15,19 64,42+10,19
Vasto Intermédio EI (U.a.) 30,24+10,18 26,18+8,01
Vasto Medial El (U.a.) 61,91+13,53 60,86+15

El: Echo intensity. Valores expressos em unidades arbitrarias (U.a.)

Tecido adiposo subcuténeo (SAT) e visceral (VAT)

N&o houve diferenca significativa para o0 SAT entre 0s momentos pré e pés (p>0,05). Os
valores pré e pos-treinamento foram os seguintes: 29,27+10,13mm e 27,8+6,09mm.
Entretanto, no VAT houve diferenca significativa entre os momentos (p=0,0146). No
momento pré os valores foram de 56,91+15,37mm e no p6s de 43,68+9,17mm. Os graficos

subsequentes ilustram o comportamento nos momentos pré e pds para essas duas variaveis.

Idosos Treinados

I

o &
< °
Figura 17. Tecido adiposo subcutaneo (SAT) em idosos nos

momentos pré e pds treinamento. Valores expressos em
milimetros (mm) (p>0,05).
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Figura 18. Tecido adiposo visceral (VAT) em idosos antes e depois
do treinamento. Valores expressos em milimetros (mm).

Parametros de forga

Comparando os momentos pré e pds houve diferenca significativa em todos os exercicios
(leg press p=0,0051), (biceps p=0,0240), (extensor p=0,0009), (supino p=0,0419), (remada
p=0,0023), (triceps p=0,0259), (flexdo plantar p=0,0037), com excecdo do flexor (p=0,0514).
Os valores de forca para todos 0s exercicios sdo mostrados na tabela abaixo.

Tabela 19. Valores de forga para o teste de 1RM estimado nos
momentos pré e pds. Média + dp.

Exercicio 5 Idosos -
Pre POs
Leg Press (kg) 121,7+£37,9* 211,2452,87*
Supino (kg) 16,72+4,7* 22+42*
Extensor (kg) 31,9+10,64* 49,4+10,89*
Remada (kg) 32,6+5,16* 47,74, 7*
Flexor (kg) 63+12,94 73+16,01
Biceps (kg) 7,2+1,03* 8,4+0,89*
Flex&o Plantar (kg) 43,8+7,5* 69+9,24*

Triceps (kg) 31,7+5,69* 39,4+3,45*

Diferenga pré-p6s Treino (*). p<0,005.
1RM: Uma repeticdo maxima. Valores expressos em kilograma (kg).
O exercicio supino foi realizado com barra guiada.
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Exercicios funcionais

Para o exercicio de subir um lance de escadas ndo houve diferenca significativa entre 0s
momentos pré e pds (p=0,0667). Os valores pré foram de 4,74+0,42 seg. e pds de 4,04+0,6
seg. Por outro lado, para o exercicio de sentar e levantar em trinta segundos houve diferenca
significativa entre os momentos (p=0,0329). Os valores pré foram de 13+1,58 (n° de
repeticdes) e pos de 15,6+1,51(n° de repeticdes).

Idosos Treinados

1

Q{o Q-ofo
Figura 19. Teste de subir um lance de escadas em idosos antes e

apos o treinamento. Valores expressos em segundos (p>0,05).
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Figura 20. Teste de sentar e levantar em trinta segundos em idosos
antes e apds o treinamento. Valores expressos em niimero de repetigdes.
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Parametros de estresse oxidativo e nitrato/nitritos totais
Nessas quatro varidveis bioquimicas ndo houve diferenca significativa entre os grupos e

entre os momentos (p>0,005). Os valores por grupo e momento estdo na tabela abaixo.

Tabela 20. Valores para estresse oxidativo e nitritos nos momentos pré e pds. Média * dp.

_ Idosos
Variavel ) )
Pré Pos
SOD (USOD/mg PTN) 1,421+0,562 1,365+0,723
CAT (k/mL) 2,597+0,921 1,998+0,626
Nitritos (uM) 136,133+76,397 103,206+48,271
TBARS (nmol/mL) 2,829+0,955 2,880+0,935

SOD: superdxido dismutase. Valores expressos em unidades de SOD por miligrama de proteina (mg/PTN);
CAT: catalase. Valores expressos em constante (k) por mililitros (ml);
TBARS: substancias reativas ao acido tiobarbitdrico.

Resposta ao choque térmico
Ao avaliar o delta da variagdo (37 °C vs. 42 °C) entre momentos e grupos houve diferenca

significativa (p=0,0375) no grupo idoso treinado. Os dados estdo ilustrados nos graficos
abaixo.

Delta da Variacao da HSR em idosos
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Figura 21. Valores do delta da variagdo (37°C vs. 42°C) da Heat shock response
(HSR) em idosos antes e apOs o treinamento. As amostras foram colocadas em
duas temperaturas diferentes (37°C e 42°C) por duas horas e , posteriormente,
avaliadas com um kit ELISA de alta sensibilidade para HSP70.
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5. DISCUSSAO FINAL
Considerando os resultados dos dois primeiros experimentos e os resultados preliminares

do altimo, ldosos com DM2 apresentam resposta ao choque térmico prejudicada em relacdo
aos voluntarios saudaveis de Meia ldade e Idosos, possivelmente em funcéo da resisténcia a
insulina estabelecida. Ademais, o treinamento de forca, em sujeitos de Meia Idade, possibilita
ganhos de forga, massa muscular e melhora da capacidade funcional. Quanto ao efeito do
treinamento de forca nos idosos, ainda que de modo preliminar, parece que existem ganhos de
forca muscular, da capacidade funcional, reducdo do VAT e aprimoramento da HSR.

Como discutido no experimento um, o principal fator para reducdo na resposta ao choque
térmico, concomitante com o envelhecimento, parece ser a resisténcia a insulina (Kavanagh
et. al., 2012). Além disso, menores niveis de HSP70 no mdsculo na juventude poderiam estar
associados com desenvolvimento de RI com o passar dos anos (Chinchester et. al., 2014).
Considerando a reduzida expressdao de HSP70 no musculo aliado ao processo inflamatério
desencadeado principalmente no tecido adiposo como fundamentais para Rl e Diabetes
(Krause et. al., 2015) alternativas tém sido propostas para contrapor esse processo. Além do
exercicio, que, entre outras coisas, possibilitaria aumento de HSP70 no musculo (Archer et.
al., 2018) a terapia térmica (Heat therapy-HT) vem sendo sugerida como um meio para 0
tratamento do Diabetes (Krause et. al., 2015a). Estudos em modelos animais (Karpe; Tikoo,
2014;Chung et. al., 2008) demonstram reducdo da RI associada a HT e em humanos, apds
sessOes durante trés semanas, houve reducdo da hemoglobina glicada (HbAlc) e da glicose
plasmatica (Hooper, 1999) Como resultado disso, ocorreria reducdo do processo inflamatério,
resultando em inativacdo da GSK-3B, da JNK e da Ikkp. Os dois primeiros, quando ativados,
fosforilam o HSF-1, inativando-o, e os dois ultimos, diminuem a sinalizacdo de insulina
bloqueando o IRS-1 (Geiger; Gupte, 2011). Considerando, a partir disso, que ha uma reducéo
sistémica da inflamacédo é possivel que os leucécitos consigam responder adequadamente ao
estresse transitério, ou seja, adequada HSR.

Como verificado no experimento dois e nos resultados preliminares do experimento trés,
tanto sujeitos de Meia ldade quanto ldosos obtiveram aprimoramentos na for¢a muscular e
melhora na execucdo de exercicios funcionais. Em relacdo aos resultados é importante
ressaltar que nos idosos houve melhora significativa apenas no teste de sentar e levantar em
trinta segundos. Entretanto, considerando o baixo nimero de sujeitos é plausivel que haja uma
melhora significativa no teste de subir um lance de escadas com um maior nimero de pessoas
no grupo. Varios estudos tém demonstrado melhora na capacidade funcional apds o

treinamento de forca em idosos e isso parece estar associado aos ganhos de forga (Bautmans,
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et. al., 2005; Njemini et. al., 2017, Pinto et. al., 2014). Isso se torna importante para
manutencgéo da independéncia do idoso (Clark, Manini, 2008).

Estudos longitudinais tém demonstrado perda de forca e qualidade muscular em idosos
(Delmonico et. al., 2009; Reid et. al., 2014) e em sujeitos de meia idade (Kennis et. al., 2014).
Essas alteragdes ndo sdo acompanhadas por reducdo da massa muscular, mas em idosos a
perda de forga parece ser concomitante com aumento de lipideos intramusculares (Delmonico
et. al., 2009; Reid et. al.,, 2014). Apesar dessa relacdo ndo houve no presente estudo
modificacdo da EI com o treinamento, ainda que tenha ocorrido ganhos de forca.
Provavelmente isso esteja relacionado com o baixo nimero de sujeitos tanto no experimento
dois quanto no experimento trés.

Um importante achado, ainda que preliminar, desse estudo foi a reducdo do VAT nos
idosos que realizaram o treinamento. Esse resultado pode ser relevante, visto que o VAT
aumenta com o envelhecimento e estd diretamente ligado com inflamacdo crénica de baixo
grau (Palmer et. al., 2016; Tchnokia et. al., 2010). A mesma ocorre pelo aumento do tamanho
dos adipdcitos que podem vir a ser apoptéticos e cercados pelos macrofagos que se infiltram
no tecido adiposo (Deng et. al., 2016; Stout et. al., 2016). Entre outras coisas, a expansdo do
tecido adiposo, nesse caso do VAT, possui efeitos negativos em tecidos periféricos levando a
RI, hiperglicemia, hiperlipdemia e dano vascular (Deng et. al., 2016) A respeito disso, um
estudo tinha o objetivo de verificar relacdo entre 0 VAT e RI hepética e periférica. O estudo
foi realizado com voluntarios com idade entre 30-75 anos, sedentarios, que tivessem
sobrepeso ou eram obesos. A sensibilidade a insulina foi avaliada através de um clamp
hiperinsulinémico-euglicémico e o VAT foi avaliado por tomografia computadorizada. Os
resultados demonstraram correlacdo inversa entre o VAT e sensibilidade a insulina, além de
mostrar que sujeitos com maior VAT e menor quantidade de SAT no quadriceps seriam mais
propensos a RI. (Amati et. al., 2012). Esse resultado basicamente ilustra o papel central do
VAT para desencadear o processo inflamatério. Dessa forma, o exercicio nos idosos pode ser
considerado efetivo para manté-los independentes, reduzindo as chances de quedas e de
tornarem se frageis, além de diminuir as chances de doencas relacionadas a inflamacéo de
baixo grau, visto a redugéo do VAT

Um dos fatores que, ao lado do aumento do processo inflamatério, estdo relacionados com
as doencas ligadas ao envelhecimento € o estresse oxidativo. Entretanto, no presente estudo
ndo foi verificado aumento da SOD e CAT e reducdo da peroxidacdo lipidica. Como discutido
no experimento dois, em relacdo ao grupo de Meia Idade, é possivel que haja uma redugéo na

peroxidacao lipidica com um aumento no nimero de pessoas no grupo. Ao analisar 0s idosos,
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ainda que deva ser levado em conta o nimero de pessoas reduzido no grupo, é possivel que o
treinamento de forca ndo seja tdo efetivo para aumentar atividade antioxidante, ao passo que
reduziria marcadores de dano oxidativo (Bouzid et. al., 2015). Ao contrario do treinamento
aerobio gque possibilita aumento dos antioxidantes e reducdo de marcadores de dano oxidativo,
menos estudos sdo encontrados na literatura a respeito do treinamento de forga (Bouzid et. al.,
2015). A respeito disso, foram encontrados na literatura trés estudos que demonstram
alteracdo das enzimas antioxidantes e/ou do dano oxidativo (Bloomer et. al., 2008; Parise et.
al., 2005; Vincent et. al., 2006). O estudo de Parise e colaboradores (2005) encontrou, ap6s 0
treinamento, aumento das enzimas antioxidantes SOD e CAT no musculo, sem alteracdo da
oxidacdo de proteinas. Os estudos de Blommer e colaboradores (2008) e de Vincent e colegas
(2006) verificaram reducdo do dano oxidativo mensurado no plasma. O primeiro encontrou
diminuicdo de H2O> (peroxido de hidrogénio) e de peroxidacéo lipidica (avaliado pelo MDA)
apos oito semanas de treinamento em idosos com Parkinson. J& o segundo, demonstrou
reducdo da peroxidacgdo lipidica (avaliada pelo TBARS) apds doze semanas de treinamento.
Considerando que no presente estudo no grupo de ldosos os dados sdo preliminares, além do
que existem diferencas entre os protocolos de treinamento e de duracdo dos mesmos, fica
dificil fazer uma comparacéo entre os estudos.

Ao passo que, ndo houve alteragdo da atividade antioxidante pelo treinamento, nos idosos
0 mesmo parece ter sido efetivo para aprimorar a resposta ao choque térmico. Considerando
gue a HSP70 é um importante mecanismo de defesa intracelular contra EROS (Fehrenbach et.
al., 2000), a aprimorada resposta ao choque demonstraria que as células (nesse caso 0s
leucdcitos) estdo saudaveis e conseguem responder adequadamente ao estresse agudo. Ainda
que ndo avaliado a resposta ao choque térmico, alguns estudos tem verificado a eHSP ap6s o
treinamento de forca em idosos (Njemini et. al., 2017; Perreault et. al., 2016; Ogawa et. al.,
2010) O estudo de Njemini e colaboradores (2017) verificou reducdo da eHSP70 apds doze
semanas de treinamento de forga apenas em mulheres concomitante com aumento de forga e
da capacidade funcional. Da mesma forma, outro estudo com mulheres idosas também
encontrou aprimoramentos de forca e na massa muscular ao passo que houve reducdo da
eHSP70 apds doze semanas de treinamento. Ademais, foi encontrada reducdo na Proteina C-
Reativa (PCR) e correlacdo negativa entre a mesma e a espessura muscular (Ogawa et. al.,
2010). Esses estudos indicam que h& uma relagdo entre o processo inflamatorio e massa
muscular. Ademais parece que ha uma resposta diferente da eHSP70 relacionada ao sexo,
como verificado no estudo de Njemini e colaboradores (2017) que parece estar relacionada

com atividade do estrogénio. A deficiéncia ao estrogénio em mulheres p6s-menopausa parece
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estar envolvida na reducdo da expressdo da HSP70 que aumentaria o risco para doengas
cardiovasculares e inflamatorias cronicas, como diabetes tipo dois (Miragem; Bittencourt Jr.,
2017). Entretanto, é possivel que o treinamento regule os niveis dos hormdénios sexuais
(Njemini et. al., 2017). Em virtude do nosso numero baixo de sujeitos por grupo ndo é
possivel estratificar os dados por sexo para percebermos uma possivel diferenga na resposta
da HSP70 entre homens e mulheres.

Avaliando apenas a reducdo da eHSP70 nesses estudos ap0s o treinamento, pode-se
entender que houve uma diminui¢cdo do processo inflamatorio o que culmina com a menor
liberacdo da mesma para a circulagdo. O que é sustentado por achados que demonstram
maiores niveis basais de eHSP70 em pacientes com inflamacdo (Njemini 2007). Por conta
disso, maiores niveis basais dessa proteina no meio extracelular reduziria a HSR por
exacerbar o processo inflamatorio (Krause et. al., 2015c¢). Portanto, além dos idosos saudaveis
possuirem uma resposta ao choque adequada (como demonstrado no experimento 1), o
treinamento parece aprimorar essa resposta ao choque podendo estar relacionada com a
reducdo do VAT, e dos ganhos de forca. Isso se torna apenas especulacdo, visto que nao
encontramos correlacdo entre eHSP70 e as outras variaveis.

Esse estudo possui algumas limitagBes. Primeiramente o baixo nimero de sujeitos
impossibilita maiores conclusdes em relagdo aos resultados, de modo que a amostra reduzida
pode impedir a visualizacdo de alguma diferenca importante nas variaveis. Apesar de ter sido
feita avaliacdo da resposta ao choque térmico com a eHSP70 a auséncia de sua mensuragédo
basal impede comparacdo com outros estudos que utilizam ela como marcador inflamatério.
Por ultimo, a auséncia de avaliacdo de marcadores inflamatérios (IL-6, PCR e TNF-a) que
parecem estar associados com a massa muscular e com a expressdao da HSP70 intracelular e

seus niveis extracelulares.

6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
A resposta de choque térmico € essencial para prevencdo de doencas relacionadas a

resisténcia a insulina, como diabetes e doencgas cardiovasculares (devido a disfuncéo
endotelial). O presente estudo demonstrou, pela primeira vez, que sujeitos de Meia Idade e
Idosos, desde que saudaveis, possuem uma resposta adequada ao choque térmico (em
leucdcitos), e que ldosos Diabéticos apresentam a resposta ao choque térmico debilitada,
aumentando o risco do desenvolvimento de outras doengas cronicas e de complicacdes

associadas ao diabetes. Dessa forma, estratégias como o exercicio e a terapia térmica parecem
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efetivos como tratamento ao Diabetes, 0 que acarretaria também, em uma resposta ao choque
normal nessas pessoas.

Em relacdo ao efeito do treinamento de forca, 0 mesmo possibilitou ganhos de forca e
melhora da capacidade funcional tanto em sujeitos de Meia Idade quanto em Idosos,
entretanto aumentos na massa muscular foram vistos apenas no grupo de Meia Idade. Por
outro lado, o treinamento possibilitou reducdo do VAT nos idosos e aprimoramento na
resposta ao choque. Esses resultados indicam que, nos sujeitos de Meia ldade, o treinamento
de forca pode ser importante para prevenir processos relacionados ao envelhecimento como
sarcopenia e dinapenia, e assim reduzir a possibilidade de, no futuro, perderem sua
independéncia funcional. Nos idosos, ainda que sejam dados preliminares, além do
treinamento reduzir as chances de dinapenia e de se tornarem dependentes funcionais, a
reducdo no VAT pode indicar menores chances de RI e Diabetes e a melhora na HSR também
estaria relacionada a isso.

Como perspectivas seria interessante avaliar as enzimas antioxidantes SOD e CAT nos
eritrocitos, visto que ndo foi encontrada diferenca ao avaliar os niveis circulantes e, por outro
lado, varios estudos encontram modificacdo da atividade antioxidante quando avaliado nos
eritrocitos. Ao passo que ndo foi encontrado aumento da HSP70 intracelular apds as duas
horas de choque térmico, uma possibilidade seria avaliar o mMRNA ap0s esse mesmo periodo
de choque térmico. Alternativamente, uma modificacdo do protocolo de inducdo de choque
térmico poderia ser utilizada, adicionando um tempo de descanso a 37°C, por algumas horas,
permitindo assim, tempo suficiente para a expressao das proteinas. Se for o caso, o melhor
tempo de descanso ap6s o choque sera testado em nosso laboratério. (Njemini et. al., 2002;
Bautmans et. al., 2005).
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