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RESUMO

Introducdo: A populacdo idosa aumentou exponencialmente nas ultimas décadas.
Evidéncias atuais na literatura tém sugerido que modificagBes epigenéticas estdo
associadas com envelhecimento e surgimento de doencas. Assim, € necessario a
criacdo de estratégias preventivas e terapéuticas para esta populacdo. Neste
contexto, a pratica de exercicio fisico regular tem sido abordada como uma opc¢ao
nao farmacoldgica eficaz para aprimorar desfechos clinico-funcionais, cognicdo e
qualidade de vida de idosos. Existem pesquisas demonstrando os beneficios da
atividade fisica em idosos institucionalizados, porém os mecanismos moleculares
envolvidos ndo estdo elucidados. Objetivos: Avaliar o efeito de um protocolo de
treinamento fisico sobre desfechos clinico-funcionais e marcadores epigenéticos em
sangue periférico de idosos institucionalizados. Metodologia: Estudo clinico
longitudinal intervencionista quase-experimental, composto por 8 idosos com média
de idade de 73,38+11,28 anos, sendo 87,5% mulheres e 12,5% homens. Estes
foram submetidos a um protocolo de exercicio combinado (aerébico e resisténcia)
durante 8 semanas, 2 vezes semanais, 1 hora/sessdo. Os voluntarios foram
avaliados nos momentos pré e pés-intervencado, e as variaveis coletadas incluiram:
cognicdo (Mini Exame do Estado Mental); qualidade de vida (Whoqol-Bref);
sarcopenia (pelos critérios de forca de membros superiores (dinamometria),
velocidade da marcha (Time Up and Go Test) e trofismo muscular (circunferéncia da
panturrilha); risco de quedas (Escala de Equilibrio de Berg); equilibrio (Time Up and
Go Test); funcionalidade (indice de Katz); capacidade funcional (Teste de
Caminhada de 6 Minutos); dados antropométricos (peso, altura e indice de massa
corporal); e marcadores epigenéticos (acetilacdo global das histonas H3 e H4 e
niveis de BDNF), para quais foi realizada coleta sanguinea (15 ml). A dosagem dos
marcadores epigenéticos foi realizada através de kit comercial conforme instrucfes
do fabricante. Resultados: Observou-se melhora estatisticamente significativa no
equilibrio, capacidade funcional, risco de quedas, qualidade de vida e cognicédo apos
intervencdo (p<0,05). Além disso, houve tendéncia no aumento dos niveis de
acetilacdo global da histona H3 (p=0,066), porém os valores de BDNF
permaneceram inalterados em resposta a intervencdo. Conclusdo: Este estudo é

pioneiro na avaliacdo dos mecanismos epigenéticos envolvidos na pratica de



exercicio por idosos institucionalizados e demonstrou que um protocolo de
treinamento fisico combinado de 8 semanas (2 vezes semanais, 60 minutos por
sessdo) foi capaz de aprimorar desfechos clinico-funcionais, especificamente
melhorar cognigéo, funcionalidade, qualidade de vida e reduzir risco de quedas, 0
que parece estar relacionado em nivel molecular, pelo menos em parte, com
aumento no status de acetilacdo da histona H3, sem envolvimento da modulacéo
dos niveis de BDNF.

Palavras-chave: Envelhecimento. Risco de queda. Cognicdo. Qualidade de vida.

Equilibrio. Exercicio fisico. Epigenética.



ABSTRACT

Introduction: The elderly population has increased exponentially in recent decades.
Current evidence in the literature has suggested that epigenetic changes are
associated with aging and disease onset. Thus, it is necessary to create preventives
and therapies for this population. In this context, the practice of regular physical
exercise has been approached as an effective non-pharmacological option to
improve clinical-decisive outcomes, cognition and quality of life in the elderly. There
are researches showing the benefits of physical activity in institutionalized elderly, but
the molecular mechanisms involved are not elucidated. Objectives: To evaluate the
effect of a physical training protocol on clinical-functional outcomes and epigenetic
markers in peripheral blood of institutionalized elderly. Methodology: Quasi-
experimental interventional longitudinal clinical study, comprising 8 elderly people
with a mean age of 73.38 £ 11.28 years, 87.5% women and 12.5% men. These were
submitted to a combined exercise protocol (aerobic and resistance) for 8 weeks, 2
times a week, 1 hour / session. The volunteers were assessed before and after the
intervention, and the variables collected included: cognition (Mini Mental State
Examination); quality of life (Whoqol-Bref); sarcopenia (by the criteria of upper limb
strength (dynamometry), gait speed (Time Up and Go Test) and muscle trophism
(calf circumference); risk of falls (Berg Balance Scale); balance (Time Up and Go
Test ); functionality (Katz index); functional capacity (6-minute walk test);
anthropometric data (weight, height and body mass index); and epigenetic markers
(global acetylation of histones H3 and H4 and BDNF levels), for which blood
collection was performed (15 ml). The dosage of epigenetic markers was performed
using a commercial kit according to the manufacturer's instructions. Results: There
was a statistically significant improvement in balance, functional capacity, risk of falls,
qguality of life and cognition after intervention (p <0.05). In addition, there was a
tendency to increase the global acetylation levels of histone H3 (p = 0.066), but the
BDNF values remained unchanged in response to the intervention. Conclusion: This
study is a pioneer in the evaluation of epigenetic mechanisms performing the
exercise by institutionalized and adequate elderly people that an 8-week combined

physical training protocol (twice a week, 60 minutes per session) was able to improve



clinical-conditioning outcomes, specifically improving cognition , functionality, quality
of life and reducing risk of falls, which seems to be related at the molecular level, at
least in part, with an increase in the acetylation status of histone H3, without involving
the modulation of BDNF levels.

Keywords: Aging. Risk of falling. Cognition. Quality of life. Balance. Physical

exercise. Epigenetics.
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1 INTRODUCAO

A expectativa de vida aumentou exponencialmente comparada ao século
passado, praticamente dobrando em paises desenvolvidos (GURAU et al, 2018). Em
2012, a populagao brasileira com idade acima de 60 anos era de 24,5 milhGes,
sendo que em 2017 ja havia 4,8 milhdes a mais de pessoas nesta faixa etaria,
ultrapassando 30 milhdes de idosos, o que representou um aumento de 18% em
apenas 5 anos (IBGE, 2018). No Rio Grande do Sul, atualmente a expectativa de
vida ao nascer € de 78,79 anos, mas dados do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) estimam que em 2060 esse numero possa chegar a 83,91 anos
(IBGE, 2020).

O processo de envelhecimento inclui uma variabilidade de alteracfes
bioldgicas, celulares e moleculares, e consiste num declinio gradual das funcbes
fisiologicas. Se manifesta principalmente como comprometimento das capacidades
funcional e cognitiva, preditivas para aumento do risco de morbidade e mortalidade.
O aumento da idade é considerado também um fator de risco para surgimento de
doencas crbnicas, metabdlicas e inflamatérias, neoplasias, vulnerabilidade e
fragilidade, fraqueza muscular e baixo desempenho motor (ZHANG et al, 2017). Este
quadro propicia um estado de sarcopenia e consequentemente a ocorréncia de
guedas, que resultam em fraturas, comprometimento da marcha e alteracdes de
equilibrio, o que contribui para a incapacidade e institucionalizacdo desses idosos
(JANSSEN, 2002; LEE et al,2006; TANIMOTO, 2012; NAJAFI et al, 2017; JONES et
al, 2008).

Quanto as alteracdes celulares e moleculares, encontra-se o desequilibrio de
marcadores epigenéticos, que tem sido associado, a partir de estudos
experimentais, com o processo de envelhecimento fisiolégico e com o surgimento de
doencas neurodegenerativas, cardiovasculares, metabdlicas e cancer (ELSNER et
al, 2013; SANT'ANNA et al, 2013; LOVATEL et al, 2013; PAL & TYLER, 2016;
BERSON et al, 2018).

A epigenética estuda de que forma fatores ambientais, como dieta, pratica de
exercicio fisico, uso de drogas entre outros, podem alterar a expressdo de genes

especificos sem modificar a sequéncia primaria da molécula de DNA, ou seja,
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através de mudancas no estado dinamico da cromatina. Alteracbes nas histonas,
como a acetilacdo e metilacdo, bem como a metilacdo do DNA, sdo importantes
marcadores epigenéticos capazes de modificar a atividade transcricional e,
consequentemente, modular a expressdo génica (JIRTLE et al, 2007;
KOUZARIDES, 2007; PROBST et al, 2009; FEIL & FRAGA, 2012; GUO et al, 2016;
RAO et al, 2016; PAL & TYLER, 2016; BERSON et al, 2018; GILANI et al, 2018).

Lovatel e colaboradores (2013) demonstraram, através de um estudo
experimental, que ratos envelhecidos apresentavam reducdo nos niveis de
acetilacdo da histona H4 em hipocampo, 0 que estava associado ao declinio da
memoria aversiva. Além disso, também mostravam maiores niveis do Fator de
Necrose Tumoral alfa (TNF-a), de interleucina 1 beta(IL-1B) e do Fator Nuclear
Kappa b (NF-KB) citocinas pro-inflamatorias, bem como menores niveis de
interleucina 4 (IL-4), uma citocina anti-inflamatéria, demonstrando que o processo de
envelhecimento fisiol6gico e o surgimento de doencas neurodegenerativas podem
estar relacionados com respostas inflamatérias e alteracbes epigenéticas,

influenciando em processos como a formacdo de memodria.

Outro estudo experimental realizado por Sant’Anna et al (2013), encontrou
maiores niveis de atividade da enzima HDAC no hipocampo e coértex frontal de ratos
envelhecidos. Esta enzima esta relacionada com reducdo nos niveis de acetilacédo
de histonas e repressdo génica, 0 que pode estar envolvido com a expressao
reduzida de genes relacionados com funcdo cognitiva, memoéria e plasticidade

neuronal.

Dentre os genes modulados pela maquinaria epigenética, destaca-se o Fator
Neurotréfico Derivado do Encéfalo (BDNF). Esta neurotrofina associa-se com
plasticidade sinaptica, neurogénese e sobrevivéncia neuronal (LESSMANN et al,
2003; CHEN et al, 2006). Por isso, estratégias capazes de modular estes

marcadores sao relevantes para a populacéo idosa.

Atualmente, sabe-se que ao longo do tempo fatores ambientais, psicologicos
e socioecondmicos podem ter impacto positivo ou negativo na saude (ZHANG et al,
2017). Paralelo aos avancos meédicos e aumento da longevidade, surge a
necessidade de manter qualidade de vida frente ao comprometimento das

capacidades motoras e cognitivas observadas em idosos, com objetivo de promover
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um envelhecimento saudavel e ativo (COSCO et al, 2017; VANLEERBERGHE et al,
2017). Assim, ressalta-se a importancia de inserir idosos na comunidade e investir
em estratégias de prevencdo, beneficiando sistemas de salde e seus usuarios
(VANLEERBERGHE et al, 2017).

Neste sentido, estudos vém demonstrando que diferentes protocolos de
atividade fisica sdo capazes de aprimorar desfechos clinico-funcionais associados
com funcdes cognitivas e motoras, aumentar massa muscular e contribuir para a
prevencéao e controle de fatores como deméncia, ansiedade e depressao associados
com a idade (NUZUM et al, 2020; RODRIGUES et al, 2020; MARMELEIRA et al,
2018; ANDREWS et al, 2017). Esses fatores contribuem para melhora da aptidao
fisica, trofismo muscular e manutencdo da independéncia funcional, impactando
positivamente na qualidade de vida (NUZUM et al, 2020; MOREIRA et al, 2018;
FERREIRA et al, 2018).

Devido a tendéncia ao sedentarismo e ao isolamento observada em idosos
institucionalizados, intervencdes também tém sido propostas para esses individuos.
Moreira e colaboradores (2018), por exemplo, avaliaram o efeito de um protocolo de
exercicios multimodais com objetivo de verificar cognicdo e funcionalidade. A
intervencédo durou 4 meses, com 3 sessOes semanais de 50 minutos, onde 0s idosos
realizavam exercicios de forca, coordenacdo, equilibrio, flexibilidade e estimulagéo
multissensorial. Ao final, todas variaveis no grupo intervencdo melhoraram de forma
significativa se comparado ao grupo controle, que foi orientado a manter sua rotina

diaria normal.

Outro estudo conduzido por Marmeleira et al (2018), avaliou os efeitos de um
protocolo de atividade fisica multimodal sobre diferentes desfechos funcionais (forgca
muscular, resisténcia aerobica, equilibrio dinamico, velocidade de processamento de
informacgdes, habilidades visuoespaciais e atencéo seletiva e sustentada) em idosos
institucionalizados, em Portugal. O programa era realizado em grupo e teve duragao
de 8 semanas, com frequéncia semanal de 2 vezes de 60 minutos/sesséao, e incluia
exercicios que promoviam estimulacdo motora e cognitiva simultaneamente. Ao final
da intervencdo, todas as variaveis analisadas, cognitivas e motoras, melhoraram
significativamente, sugerindo que um protocolo de atividade fisica como este é

benéfico para esta populacao.
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1.1 Envelhecimento

O avanco da medicina e em condi¢cdes de saude proporcionaram um aumento
expressivo da expectativa de vida, que nos paises desenvolvidos praticamente
dobrou em comparacéo ao século passado (GURAU et al, 2018).Segundo a World
Health Organization (WHO), a populacdo idosa ira aumentar de 841 milhdes
atualmente, para 2 bilhdes até 2050, tornando o tratamento de doencas cronicas e

qualidade de vida um desafio para a saude publica no mundo (WHO, 2015).

No Brasil, individuos desta faixa etaria ja representam aproximadamente 20
milhdes de habitantes, o que corresponde aproximadamente ha 11% da populacao
total (IBGE,2010), sendo que a expectativa de vida ao nascer passou de 45,5 anos
em 1940, para 76,3 anos em 2018 (IBGE, 2019). Atualmente, a expectativa de vida
ao nascer no Rio Grande do Sul é de 78,79 anos, mas o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) estima que em 2060 possa chegar a 83,91 anos
(IBGE, 2020).

O envelhecimento é uma condicdo progressiva multifatorial gradual e
dindmica, advindo de eventos celulares e moleculares onde temos declinio das
funcdes fisioldégicas e psicoldgicas. Este processo biolégico humano torna o
individuo mais suscetivel a desafios e doencas ambientais, fragilidade e
incapacidade, afetando a organizacéo estrutural e funcional do organismo, e envolve
prejuizo nos sistemas respiratorio, cardiaco, motor, nervoso e musculoesquelético,
se associando ao surgimento de alteracbes patolégicas, como doencas
neurodegenerativas, metabdlicas, cardiovasculares e cancer (MANINI & CLARK,
2012; GILANI et al, 2018; FERIOLI et al, 2019; BUCH et al, 2019; CIANFLONE et al,
2019).

A degeneracéo fisiolégica de massa muscular, por exemplo, envolve aspectos
multifatoriais. A atividade neural diminui progressivamente, resultando em
diminuicdo da capacidade de gerar forca intrinseca e, consequentemente, da massa
muscular. Além disso, ocorre reducao da sintese proteica e reconstrucdo muscular,
bem como acumulo de gordura, ou seja, infiltracdo de adipocitos nas fibras
musculares, acelerando o processo de degeneragdo, representando uma

vulnerabilidade fisioldgica relacionada a idade. Ainda, fatores metabdlicos como
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diminuicdo da atividade glicolitica, da producdo e secrecdo hormonal, aumento da
qguantidade de tecido ndo contratil (como tecido conjuntivo e tecido adiposo) aliado
ao decréscimo do numero de fibras musculares e unidades motoras, e
sedentarismo, comprometem ainda mais a funcdo muscular e, em consequéncia, a
qualidade de vida do idoso (MANINI & CLARK, 2012).

Em relacéo ao sistema cardiovascular, apesar dos avancos em diagnéstico e
tratamento, tem sido demonstrado que o envelhecimento pode causar, por exemplo,
hipertrofia  ventricular esquerda, fibrose, desnervacdo e remodelamento
desadaptativo, normalmente levando a disfuncdo diastolica e insuficiéncia cardiaca
com fracdo de ejecéo preservada. Estas patologias prejudicam a qualidade de vida e
comprometem a capacidade de realizar tarefas diarias normais, sendo que suas
causas possuem muitas vezes fatores de risco modificaveis e trataveis, como
hipertensao, dislipidemia, tabagismo, diabetes e obesidade (CIANFLONE et al,
2019; YOON et al, 2016).

Fatores como os citados acima levam a um declinio gradual da capacidade
funcional, iniciado apos a terceira década de vida, a qual pode ser definida como a
capacidade de cuidar de si préprio e viver de forma independente em suas
atividades basicas e instrumentais. Especificamente, nas atividades bésicas, a
capacidade funcional consiste na aptiddo para realizar tarefas como comer, tomar
banho, vestir-se, ir ao banheiro, andar, realizar transferéncias e controlar esfincteres.
As atividades instrumentais consistem em preparar os alimentos, lavar roupas,
cuidar da casa, fazer compras, administrar suas financas, ir ao médico, e
compromissos sociais e religiosos, ou seja, como o idoso administra seu ambiente e
rotina (GAVASSO & BELTRAME, 2017; KAGAWA & CORRENTE, 2015). Uma
ferramenta importante na manutencdo da capacidade funcional sdo estratégias de
prevencado de danos a saude relacionados a doencgas cronicas e que podem levar a
reducdo da capacidade funcional (GAVASSO & BELTRAME, 2017).

Com o avanco da idade o desempenho motor diminui, principalmente acima
dos 80 anos. A poténcia muscular reduzida nos membros inferiores aumenta o risco
de declinio funcional e incapacidade (HUNTER et al, 2016). A perda funcional e
anatdbmica do sistema muscular durante o processo de senescéncia € conhecida

como sarcopenia. A prevaléncia desta condi¢éo varia conforme sexo, idade e modo
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de vida, principalmente. Ela esta presente entre 5% e 13% dos individuos com idade
entre 60—70 anos, subindo para entre 11% e 50% em idosos acima dos 80 anos
(LANDI et al,2012). Os critérios para diagnostico de sarcopenia, de acordo com The
European Working Group on Sarcopenia in Older People (EWGSOP), sao: baixa
massa muscular, reducao da forca e baixo desempenho fisico (EWGSOP, 2010). O
decréscimo no numero de fibras musculares € a principal causa de sarcopenia,
embora a atrofia da fibra também esteja relacionada. Neste contexto, sabe-se que
com o passar da idade, diminuem em numero e volume as fibras de contragdo
rapida (tipo II), bem como as de contracdo lenta (tipo 1), que também diminuem,
porém em menor propor¢ao. Isto poderia ser a chave para explicar, pelo menos em
parte, a lentificacdo na realizagcdo dos movimentos que ocorre nos idosos (SILVA et
al, 2006). A sarcopenia é reconhecida ainda por aumentar o risco de quedas e
fraturas, o que prejudica a independéncia funcional e leva a comprometimento da
mobilidade, aspectos que contribuem para a reducdo da qualidade de vida,
necessidade de cuidados e morte. Cabe descrever que a sarcopenia € onerosa para
0s sistemas de saude, em termos financeiros, pois ela aumenta o risco de
hospitalizacdes para idosos e aumenta em até 5 vezes 0s custos com cuidados
durante as internacfes, se comparados a idosos sem essa condicdo (CRUZ-
JENTOFT et al, 2019).

A sarcopenia pode, ainda, ser primaria ou secundaria, sendo que na primaria
o principal fator causal é a idade, e ndo h& evidéncias de nenhuma outra causa
especifica além desta. A sarcopenia secundaria, entretanto, pode ser encontrada em
outras faixas etarias, e esta associada com fatores causais tais como doencas
sistémicas (especialmente as que envolvem processos inflamatdrios), sedentarismo
e ingestao proteica insuficiente. Também, vale ressaltar que outro fator agravante da
sarcopenia é a obesidade, pois esta leva ao aumento da infiltracdo de adipdcitos nas
fibras musculares, diminuindo a funcéo fisica e aumentando o risco de mortalidade
(CRUZ-JENTOFT et al, 2019).

Além disso, o EWGSOP (2010) subcategoriza a sarcopenia em aguda e
cronica. Especificamente, a sarcopenia com duracdo inferior hd 3 meses é
considerada uma condicdo aguda, e normalmente esta relacionada a alguma

doenca ou leséo, enquanto aquela que dura 6 meses ou mais é considerada uma
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condicdo cronica, e provavelmente esta associada também a condicbes cronicas e

progressivas que aumentam o risco de mortalidade.

A forca muscular, definida como a capacidade do musculo em gerar tenséo,
reduz aproximadamente 15% a cada 10 anos apos os 50 anos de idade (LARSSON,
1983; CAMPOS, 2011), sendo que um dos fatores determinantes para surgimento
da sarcopenia é a reducdo da forca muscular. Alteragcbes musculoesqueléticas
relacionadas a idade, doencas crbnicas, medicamentos, alteracdes do sistema
nervoso, alteragcdes hormonais, estado nutricional e atrofia muscular sdo possiveis
causas dessa reducao (CAMPOS, 2011).

A perda de massa muscular chega a aproximadamente 2% a cada ano apés
0os 50 anos de idade (QUITTAN, 2016). Esta associada a diminuicdo da forca, e
favorece quedas, leva a menor autonomia ao idoso e reducdo da densidade mineral
0ssea, resultando em osteopenia e osteoporose (ONS, 2013; BUCH et al, 2019).
Quanto as quedas em especifico, estas sdo uma das principais consequéncias do
comprometimento do sistema motor, pois a fraqueza muscular danifica 0 mecanismo
de correcdo postural na perda do equilibrio, e a auséncia de equilibrio normal &
responsavel por 10% a 25% das quedas, sendo que esta taxa aumenta em idosos
institucionalizados (WALLMANN et al, 2009; OLSON et al, 2011).

Ainda, as quedas sao consideradas uma das principais causas que culminam
em morte em idosos, sendo que a progressdo da idade acompanhada de
comprometimento cognitivo nesta populacdo aumenta em 10 vezes o risco de
guedas se comparado a adultos jovens e pessoas de meia-idade, estimando que
35% das pessoas acima de 75 anos caem (PARK et al, 2002). Sua ocorréncia €
preditiva, além do que ja foi supracitado, de fraturas, restricdo de movimento,
dependéncia, incapacidade/reducdo no desempenho, alteracdes na marcha,
complicacbes secundarias e reducao da qualidade de vida que podem ser fatais e
levam a custos com cuidados de saude, o que destaca a necessidade de que sejam
criados programas de prevencao para esta faixa etaria da populagdo (KARLSSON et
al, 2013), destacando-se a prética de exercicio fisico, uma intervencdo néo invasiva
e de baixo custo (KWAK et al, 2016).

Existem alguns testes que s&o amplamente utilizados para avaliar as funcdes

motoras em idosos. A dinamometria, por exemplo, é capaz de fornecer uma leitura
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da forca isométrica, podendo ser realizada através do dinamémetro manual. Este
teste € utilizado para avaliar forca muscular de membros superiores e inferiores,
sendo aplicado no membro dominante 3 vezes e considerando o resultado de maior
valor (GRACIANO et al, 2014).

Para avaliar aspectos motores como capacidade funcional, o Teste de
Caminhada de Seis Minutos fornece informacOes sobre capacidade aerObica e é
amplamente utilizado. Ele é um teste seguro, facil de administrar, e é melhor
tolerado por aqueles que o realizam e reflete melhor as atividades diarias, se
comparado a outros testes de caminhada (ENRIGHT, 2003).Outro teste, o Time Up
and Go, é capaz de avaliar controle postural e equilibrio dindmico. Seus valores, em
segundos, fornecem informacdes acerca de parametros como dependéncia, risco de
guedas e fragilidade (SOARES, 2011).

A Escala de Equilibrio de Berg € especifica para avaliar risco de quedas. Este
questionéario avalia habilidades como sentar, ficar em ortostase, alcangar, girar ao
redor do préprio corpo, olhar por sobre ombros, ficar em apoio unipodal e transpor
degraus, sabendo-se que quanto maior a pontuacdo obtida, melhor equilibrio

funcional e menor risco de quedas (DIAS et al, 2010).

Um instrumento interessante para avaliar a funcionalidade é o indice de Katz.
Esta € uma escala simples e de facil aplicabilidade, nos ajuda a compreender se o
sujeito € independente ou dependente em suas atividades diarias, abordando itens
de autocuidado, como alimentagdo, controle de esfincteres, transferéncias, higiene
pessoal e capacidade para se vestir e tomar banho, considerando o que o individuo

consegue fazer sozinho e o que ndo consegue (LINO et al, 2008).

Ainda em relacdo as caracteristicas fisicas do envelhecimento, destacam-se
as alteracoes em dados antropométricos. No processo de senescéncia algumas
mudancgas corporais sdo comuns, tais como o aumento do tecido adiposo e a
diminuicdo da massa magra e 0ssea, sendo mais acentuadas no sexo feminino

devido altera¢Bes hormonais pos-menopausa (PEREIRA & LIMA, 2015).

Além disso, ocorre ganho ponderal de peso devido redug¢do do metabolismo.
Isto associado ao sedentarismo pode levar aumento do indice de massa corporal
(IMC), resultando em um estado de sobrepeso ou obesidade (PEREIRA & LIMA,
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2015), o que se associa com aumento do risco de doencas cardiovasculares e
metabdlicas, como diabetes mellitus e hipertenséo arterial sistémica(BUFFA et al,
2011). Estas duas patologias, ainda afetam componentes vasculares que podem
estar associados ao surgimento de doencas neurodegenerativas incluindo
Alzheimer, de modo que a obesidade pode ter uma influéncia na funcdo cognitiva
(DAMASCENA et al, 2017). Aléem disso, a prevaléncia de alteracdes funcionais &
mais elevada em idosos com obesidade se comparados aos que possuem peso
adequado, e pode levar ao isolamento social e depressdao (NEWSOM & SCHULZ
1996; MEZUK et al, 2012; BATSIS et al, 2016).

O comprometimento do sistema nervoso durante o0 processo de
envelhecimento esta amplamente descrito na literatura. No cérebro, o
envelhecimento associa-se a mudancas estruturais, como reducdo de seu
tamanho/peso, devido a perda de neurbnios; e fisiolégicas, como alteracbes da
funcdo sinaptica (diminuicdo da quantidade e velocidade), no transporte de proteinas
e atividade mitocondrial, que podem afetar neurdnios que requerem alta demanda
metabdlica (BISHOP et al, 2010). As células microgliais, por exemplo, também se
tornam hiper-responsivas a pequenos estimulos e podem sofrer danos e morte
neuronal (CUNNINGHAM et al, 2005; STREIT, 2006; LUO et al, 2010).Essas
alteracdes em conjunto contribuem para que aspectos da memoaria (responsavel por
captar/utilizar informacdes) e do processo cognitivo se deteriorem com o0 avancar da
idade, mesmo na auséncia de patologias, sendo que o numero de queixas de

memoéria em idosos pode chegar a 54% (BARKER et al, 1995).

Ja esté elucidado na literatura que o comprometimento cognitivo associado
com o processo de envelhecimento esta relacionado, pelo menos em parte, a
alteracdes no estado dindmico da cromatina e com niveis reduzidos do Fator
Neurotrofico Derivado do Encéfalo (BDNF) em hipocampo e sangue periférico
(BERSON et al, 2018; FIGUEIREDO et al, 2017). Além disso, um estudo
experimental do nosso grupo de pesquisa demonstrou que o desequilibrio de
marcadores epigenéticos, especificamente a reducdo dos niveis de acetilagdo de
histonas hipocampais, também estd associado com o déficit cognitivo durante o
processo de envelhecimento (LOVATEL et al, 2013). Outros estudos, como o de
Berson e colaboradores (2018), também tém relatado a associacdo entre niveis
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alterados de acetilacdo de histonas e desenvolvimento de doencas

neurodegenerativas.

Com o aumento da idade cronoldgica surge um estado de dependéncia, em
decorréncia de  fatores supracitados, como incapacidade funcional,
comprometimento cognitivo, doengas cronicas, fragilidade e hospitalizagbes (LIMA-
COSTA et al, 2003; SOUSA et al, 2014). Este processo € responsavel por motivar,
muitas vezes, que idosos incapazes de viver de forma independente sejam
institucionalizados e passem a residir em instituicdes de longa permanéncia (ILPs)
(DUCA et al, 2012; SOUSA et al, 2014). Além disso, fatores como baixo nivel
educacional, sedentarismo, superutilizacdo de medicamentos e comprometimento
das capacidades funcionais e cognitivas séo preditores que favorecem as altas taxas
de institucionalizacdo (DE MEDEIROS et al, 2020).

Estes locais, entretanto, nem sempre apresentam a estrutura necessaria para
favorecer um envelhecimento saudavel e ativo (DUCA et al, 2012). Isto propicia
estes idosos ao sedentarismo e 0s deixa mais suscetiveis a patologias associadas a
idade, como por exemplo, a sarcopenia, onde um estudo de revisdo de Freitas e
colaboradores (2015) verificou, inclusive, que h&d maior prevaléncia desta doenca em

idosos institucionalizados.

1.2 Instituicdes de longa permanéncia (ILPs)

Sabe-se que a prevaléncia de institucionalizagéo cresce conforme o aumento
da idade cronolégica, sendo que o numero de locais que fornecem essa assisténcia
tem crescido expressivamente nos ultimos anos (RICA et al, 2020; DUCA et al,
2012). Estima-se que o numero de idosos que irdo necessitar de cuidados nédo
familiares aumentara entre 100% e 500% na préoxima década, sendo que o risco de
institucionalizacdo € 9,5 vezes maior em idosos acima de 80 anos (LINI et al, 2016).

Pesquisas informam que as instituicbes de longa permanéncia na regiao Sul
do Brasil costumam ser pequenas e abrigar aproximadamente 30 residentes. A
infraestrutura destes locais, entretanto, normalmente € inadequada, com espacos
pouco seguros, ndao adaptados as necessidades fisicas dos idosos, e limitantes para
um estilo de vida ativo (DUCA et al, 2012).



25

Vale ressaltar, ainda, que os idosos recebem nessas instituicdes os cuidados
basicos como alimentacdo, cuidados pessoais e assisténcia médica. Porém, ao
passar a residir em um local como este sua vida social e familiar modificam, o que
pode resultar num estado de isolamento, levando a problemas psicolégicos como
confusdo, depressdo, perda do contato com a realidade, despersonalizacéo,
sentimento de afastamento social (RICA et al, 2020 apud YAMAMOTO et al, 2002).
Além disso, o processo de institucionalizacdo pode resultar em agravamento de
declinios funcionais e dependéncia fisica, pois os modelos tradicionais destes locais
nao fornecem a estimulacdo adequada, fatores que afetam negativamente a salde e
qualidade de vida deste idoso (PEREIRA et al, 2018; MOREIRA et al, 2018;
FERREIRA et al, 2018).

A incapacidade funcional, que tem seu risco dobrado a cada década de vida,
além do declinio mental, maior carga de doencas crbnicas, fragilidade e
hospitalizagdes, sao fatores que motivam o processo de institucionalizacao (LINI et
al, 2016; DUCA et al, 2012). Um dos principais responsaveis pelo declinio funcional
nesta faixa etaria € a inatividade fisica (STUCK et al, 1999). Por outro lado, varios
estudos tém demonstrado os efeitos benéficos de diferentes praticas de exercicio
fisico sobre desfechos clinico funcionais em idosos institucionalizados (CANCELA et
al, 2016; MOREIRA et al, 2018; CARDALDA et al, 2019; SAMPAIO et al, 2020).
Estudos comprovam que a pratica de atividade fisica € uma estratégia capaz de
retardar os declinios funcionais, além de diminuir o aparecimento de doencas
cronicas, promovendo beneficios econbémicos e sociais, sendo fundamental que

estas praticas sejam adotadas nestas instituicdes (CHODZKO-ZAJKO et al, 2009).

Além disso, o exercicio fisico tem sido associado a prevencdo e manutencao
das funcdes motoras e cognitivas, reduzindo os efeitos negativos do processo de
envelhecimento fisiolégico. Em relacdo a funcédo cognitiva especificamente, esta
pratica pode incluir respostas positivas como plasticidade cerebral, ou seja,
adaptacdo estrutural e funcional do cérebro de idosos (MOREIRA et al, 2018).
Ainda, a pratica de atividade fisica mostrou ter um impacto positivo e eficaz na

saude, funcionamento fisico e cognitivo de idosos frageis (PEREIRA et al, 2018).

Modalidades de exercicio que abordam aspectos motores e cognitivos, bem

como exercicios resistidos e aerdbicos em uma mesma sessao, caracterizando
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protocolos multimodais de treinamento, tem demonstrado apresentar beneficios para
a saude de idosos institucionalizados (PEREIRA et al, 2018). A American College of
Sports Medicine enfatiza ainda através de suas diretrizes basicas de exercicio fisico
para idosos saudaveis, que um programa de treinamento para esta faixa etaria deve
abranger exercicios de resisténcia aerobica, forca e flexibilidade, por exemplo
(MAZZEO et al, 1998). Contudo, estudos que investiguem o impacto de protocolos
multimodais em idosos moradores de instituicbes de longa permanéncia ainda séao
escassos (PEREIRA et al, 2018).

1.3 Envelhecimento, ILPs e exercicio fisico

As ILPs promovem os cuidados basicos do idoso, porém muitas vezes o
mesmo se torna sedentario e isolado e assim ira apresentar prejuizo da sua
qualidade de vida. Por outro lado, tem sido amplamente descrito que a
implementagdo de protocolos de atividade fisica tem sido utilizada como uma
estratégia capaz de manter fungéo e prevenir os declinios advindos do processo de
envelhecimento em ILPs (MOREIRA et al, 2018).

A nivel conceitual, apesar de exercicio e atividade fisica levarem ao gasto
energético devido realizacdo de um movimento corporal que envolve contracdo dos
musculos esqueléticos, um ndo € sinbnimo do outro. Exercicio fisico pode ser
considerado uma subcategoria de atividade fisica, pois este é considerado como um
esforco fisico planejado, estruturado e repetitivo, com graus de demanda energética
variados e gque tem por objetivo melhorar funcédo orgéanica devido aprimoramento da
aptidao fisica (OLIVEIRA et al, 2019).

O nivel de atividade fisica pode ser classificado em leve, moderado e
vigoroso. Uma das formas de avaliar isto € através de uma escala subjetiva de
esforco que vai de 0-10, onde 5-6 equivale a atividade fisica moderada e 7-8
vigorosa (LIMA & LUIZ, 2015). Quanto a forma de realizar o exercicio (individual ou
grupal), a atividade fisica em grupo ja se mostrou benéfica na reducdo do isolamento
social, muito presente nas ILPs (MOLINARI, 2003).

Um estudo realizado por Moreira e colaboradores (2018) avaliou os efeitos de

um programa de exercicios multimodais sobre a cogni¢éao e funcionalidade de idosas
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higidas e sedentarias residentes de uma ILPs em Curitiba, PR-Brasil. Estes
exercicios sao baseados em atividades que estimulam os sistemas vestibular, visual,
somatosensorial e musculoesquelético, o que contribui para aprimorar o equilibrio e
mobilidade, reduzindo risco de quedas. As 45 idosas que se incluiram no estudo
foram dividias em grupo programa de exercicios multimodal e grupo controle. Os
seguintes instrumentos avaliativos foram utilizados: MoCA (cognicdo), escala de
equilibrio de BERG (equilibrio), teste Time Up and Go (mobilidade funcional, que é
avaliada pela velocidade da marcha, agilidade e equilibrio dinAmico) e nine-item
physical performance test (atividades béasicas e instrumentais de vida diaria). O
protocolo foi realizado em grupo, teve duracdo del6 semanas, 2 vezes semanais,
com 50 minutos por sessdo, com progressao nos exercicios a cada 4 semanas. As
sessbes eram divididas em aquecimento, treino de for¢ca, coordenacgéo e equilibrio,
estimulacdo multissensorial, flexibilidade e relaxamento. Todas as variaveis
avaliadas melhoraram significativamente apds intervencdo no grupo exercicio
quando comparado aos niveis basais e ao grupo controle, que foi orientado a manter
sua rotina normal (MOREIRA et al, 2018).

Cancela et al (2016) avaliaram em um estudo randomizado controlado os
efeitos de um programa de exercicio fisico sobre comprometimento cognitivo,
memoria, depressdo, independéncia funcional e distarbios neuropsiquiatricos de
idosos com diagnostico de deméncia residentes de ILPs. Eles foram divididos em
grupos exercicio e controle, sendo que o grupo exercicio foi submetido a um
protocolo de atividade aerbbica (pedalar por 15 minutos) durante 15 meses,
enquanto o controle foi orientado a manter rotina sedentaria. Os desfechos foram
coletados pré e pos intervencdo e incluiram os seguintes instrumentos avaliativos:
mini mental, teste Time Up and Go, inventario neuropsiquiatrico (usado para avaliar
a severidade do disturbio e capacidade dos voluntarios de serem independentes),
indice de Katz (independéncia funcional), escala de Cornell (depressédo e deméncia),
avaliacdo da memoria de objeto completo (memdria imediata) e dados pessoais
(idade, sexo, nivel educacional, patologias, comorbidades e condi¢oes médicas). Os
resultados demonstraram que o declinio da funcéo cognitiva foi maior no grupo
controle, enquanto houve aprimoramento dessa variavel no grupo exercicio apés a

intervencdo. Além disso, o0s sintomas neuropsiquiatricos, memoria e mobilidade
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melhoraram no grupo exercicio, demonstrando os beneficios de um programa de

exercicios como este nesta populacao.

Outro estudo recente avaliou a associacdo entre exercicio fisico e cognicdo
(mini mental), capacidade funcional (sénior fitness test (inclui sentar e levantar,
sentar e alcancar, forca de membros superiores, teste do degrau e teste de sentar e
caminhar, por exemplo) e indice de Katz) e qualidade de vida (escala de qualidade
de vida na Doenca de Alzheimer), bem como dados de composi¢éao corporal (peso,
altura e indice de massa corporal) de idosos institucionalizados e com diagndstico
de deméncia. Foram avaliados 102 idosos com média de idade de 78,0+8,4 anos,
com predominio do sexo feminino e portadores de doenca de Alzheimer. Os autores
demonstraram que forga, flexibilidade, agilidade, equilibrio dinAmico e resisténcia
aerdbica sao relevantes para funcdo cognitiva, capacidade funcional e qualidade de
vida. As analises, quando ajustadas para indice de massa corporal, demonstraram
gue resisténcia aerobica tinha associacdo positiva com indice de Katz e qualidade
de vida, enquanto agilidade e equilibrio dindmico se associaram negativamente com
qualidade de vida (SAMPAIQO et al, 2020).

Cardalda e colegas (2019), avaliaram os efeitos de dois programas de
exercicio fisico (treinamento de forca e treinamento calesténico) sobre a
performance cognitiva, funcionalidade, estabilidade e saude geral de idosos frageis
institucionalizados. Os protocolos tiveram duracdo de 12 semanas, 2 vezes
semanais, 60 minutos cada sesséo, e os participantes foram randomizados em trés
grupos: treinamento de forca (que realizou exercicios com faixas elasticas),
treinamento calesténico (que realizou exercicios multicalesténicos, caracterizados
por trabalho de mobilidade e coordenacéo, focado especialmente nos membros
inferiores) e controle (que nado realizou nenhuma intervencdo). Ao final da
intervencdo, o grupo treinamento de forca melhorou a cognicdo e independéncia
funcional. Além disso, os componentes fisico e mental na avaliagdo do estado geral
de saude pela SF-32 mostraram melhora significativa no grupo resisténcia. O grupo
exercicios calesténicos mostrou uma tendéncia a melhorar estabilizacdo dos
parametros avaliados ao final do protocolo, como equilibrio estatico, capacidade
funcional, estado geral de saude e performance cognitiva, enquanto o grupo controle
mostrou tendéncia de deterioracdo destes parametros. Os resultados sugerem que

independente do tipo de exercicio fisico, sua pratica traz beneficios em aspectos
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como cognicado, funcionalidade e saude geral de idosos frageis institucionalizados
(CARDALDA et al, 2019).

Outro estudo realizado com idosos institucionalizados brasileiros higidos,
moradores de Brasilia-Distrito Federal, avaliou o efeito de uma intervencédo de
exercicio concorrente durante 12 semanas, 3 vezes na semana, com sessoes de 40
minutos sobre dados antropométricos, forca de preensdo manual, forca muscular de
membros inferiores, equilibrio dinamico, cognicdo, depressdo, nivel de
funcionalidade e identificacdo de fragilidade (n&o frageis, pré-frageis e frageis), além
de dados bioquimicos e inflamatorios, como colesterol, glicose e vitamina D3. A
intervencdo incluiu atividades de mobilidade, flexibilidade, forca e resisténcia
aerobica. Observou-se que o grupo exercicio demonstrou melhora significativa em
todos os critérios avaliados, quando comparado ao grupo controle que néo foi
submetido a nenhuma intervencao, exceto quanto aos dados antropométricos. Em
relacdo aos biomarcadores, observou-se melhora significativa nos valores de
glicose, insulina, colesterol total, triglicerideos, vitamina D3 e proteina C reativa
(PCR) no grupo exercicio quando comparados o0s momentos basais e poés-
intervencdo (FERREIRA et al, 2018).

Em outro estudo recente, Pereira e colaboradores (2019) avaliaram a
cognicao de idosos institucionalizados apés serem submetidos a um protocolo de
exercicio fisico aerdbico e treinamento de forca realizado 2 vezes na semana, 1 hora
sessdo, durante trés meses. O grupo intervencdo demonstrou melhora significativa
no desempenho cognitivo global avaliado pelo Cambridge Neuropsychological Test
Automated Battery (CANTAB) apds intervencao, principalmente quanto a memaria
espacial de trabalho e aprendizado. Estes dados corroboram outros estudos ja
citados demonstrando que o exercicio fisico € uma ferramenta ndo farmacologica
eficaz para modular positivamente o declinio da fung&o cognitiva relacionado a idade

(PEREIRA et al, 2019).

Sahin et al (2018) avaliaram os efeitos de um protocolo de exercicio fisico de
resisténcia em diferentes intensidades sobre idosos frageis institucionalizados, os
quais foram divididos em grupo exercicio de alta intensidade, baixa intensidade ou
controle. A intervencéo teve duracao de 8 semanas, 3 vezes semanais, 40 minutos

cada sessdo. Foram coletados desfechos como forca muscular de membros
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superiores e inferiores, velocidade da marcha, equilibrio estatico e dinamico, nivel de
independéncia, atividades instrumentais de vida diaria, qualidade de vida, depresséao
e fadiga. Comparado aos valores basais, 0os dois grupos exercicio melhoraram
significativamente nivel de independéncia, atividades de vida diaria, velocidade da
marcha e equilibrio estatico e dinamico. Contudo, o grupo de exercicios de alta
intensidade demonstrou resultados significativamente melhores na bateria curta de
performance fisica, que valia velocidade da marcha e equilibrio, comparado ao
grupo baixa intensidade. Contudo, no grupo controle houve piora significativa

comparado aos niveis basais.

Outro estudo os efeitos de um programa de exercicios multimodais
(estimulacdo motora e cognitiva) durante 10 semanas, 2 vezes semanais, 40
minutos por sessao sobre as funcdes fisicas e cognitivas em idosos residentes de
uma ILP, que foram divididos no grupo exercicio, e no grupo controle. Os dados
coletados incluiam funcdo executiva (habilidade de planejar avaliada através do
teste Tower of London) e atencédo (avaliada através do teste d2); funcao fisica, como
resisténcia aerodbica, perda de forca muscular, agilidade, equilibrio, marcha e
mobilidade (avaliada através do teste de caminhada de 6 minutos, sentar e levantar
e sentar e andar); bem como composi¢ao corporal (peso, altura e indice de massa
corporal). Ao final do protocolo, o grupo exercicio demonstrou melhora da habilidade
de planejamento e atencéao seletiva, bem como da funcao fisica, para todas variaveis
motoras. Esses achados sugerem que um programa de exercicio fisico como este é
capaz de melhorar fungbes fisicas e cognitivas em idosos institucionalizados,

revertendo e prevenindo perdas nesta populacdo (PEREIRA et al, 2018).

Wati et al (2018) avaliou os efeitos de um protocolo de exercicios de Lafiska
(que trabalham forca, equilibrio, respiracdo) durante 8 semanas, 2 vezes semanais,
50 minutos por sessao, sobre o risco de quedas, equilibrio e estado de saude em
idosos institucionalizados. Neste estudo o grupo exercicio demonstrou melhora
estatisticamente significativa no equilibrio e estado de salde, além de apresentar
risco de quedas reduzidos comparado ao grupo controle. Isto sugere que este
programa de exercicio é capaz de aprimorar equilibrio, reduzir risco de quedas e

melhorar estado de saude de idosos institucionalizados.
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O uso de recursos tecnolégicos associados ao exercicio fisico também tem
sido observado em idosos residentes em ILPs. Nesse contexto, Rica e colegas
(2020) recentemente avaliaram os efeitos de um programa de exercicio baseado
numa intervencado com video game (Kinect) sobre a qualidade de vida, depresséo,
capacidade funcional e composicdo corporal de idosos institucionalizados. Este
estudo randomizado dividiu os participantes em grupo controle e grupo intervencao,
que foi submetido a um protocolo de 12 semanas, 3 vezes semanais, 60 minutos
cada sesséo, realizada individualmente. Os resultados demonstraram que todos o0s
parametros funcionais melhoraram no grupo intervencao apos término do protocolo,
e quando comparado ao grupo controle. Ou seja, o programa de exercicio com
gameterapia foi capaz de aprimorar forca de membros superiores, flexibilidade de
membros inferiores, qualidade de vida, capacidade aerdbica, agilidade e depresséo

nesta populacéao.

Apesar de todas essas evidéncias demonstrando os beneficios de diferentes
protocolos de exercicio fisico sobre varios desfechos clinico-funcionais em idosos
institucionalizados, os mecanismos moleculares associados com essas respostas
ainda nao estédo elucidados. Nesse sentido, varios estudos na literatura sugerem que
a modulacdo dos niveis do fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF) estédo
associados, pelo menos em parte, com a melhora da cognicéo e desfechos variaveis
fisicas em idosos saudaveis ou portadores de doencas neurodegenerativas
(COELHO et al, 2014; BROWN et al, 2019; URZI et al, 2019), porém, raras sao as
investigagcBes sobre esse tdpico em idosos institucionalizados.

1.4 Fator Neurotrofico Derivado do Encéfalo (BDNF)

O BDNF (Fator Neurotrofico Derivado do Encéfalo) é uma neurotrofina
envolvida com o desenvolvimento neuronal, plasticidade sindptica e neurogénese e
tem papel importante nos processos de aprendizagem e memoria é encontrado
amplamente no sistema nervoso central, principalmente em regides como
hipocampo. Embora no cérebro adulto as principais fontes parecam ser de
neurdnios, esta proteina também pode ser detectada em oligodendrdcitos, astrocitos
e células da micréglia. O BDNF é produzido dentro dos neurbénios como um pré

peptideo (pr6-BDNF), e subsequentemente clivado gerando o BDNF maduro. Estas
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duas formas seguem vias intracelulares distintas e tem func¢des por vezes opostas,
se ligando a receptores diferentes na superficie dos neurdnios, sendo que a forma
madura, por exemplo, se liga a receptores quinases relacionados a tropomiosina B
(TrkB) para afetar nos processos celulares, promovendo sobrevivéncia neuronal
(CHAO, 2003; LESSMANN et al, 2003; CHEN et al, 2006).0 pro-BDNF, por outro
lado, se liga preferencialmente ao receptor de pan-neurotrofina (p75NTR), membro
da superfamilia do receptor do fator de necrose tumoral, que provoca apoptose
neuronal e facilita alteracdes negativas em hipocampo (LEE et al, 2001; TENG et al,
2005; ROSCH et al, 2005; WOO et al, 2005; VOLOSIN et al, 2006; FRIEDMAN,
2010).

A microglia é capaz de produzir e secretar o pr6o-BDNF e o BDNF maduro,
promovendo plasticidade estrutural sinaptica através da ativacao da sinalizacéo pela
ligacdo ao receptor TrkB, por exemplo, modulando atividades sinapticas como
glutaminérgicas. O esgotamento da microglia resulta reducdo de proteinas
envolvidas com plasticidade sinaptica e funcao cognitiva. A diminuicdo dos niveis de
BDNF microglial, por exemplo, demonstra muitos destes fenoétipos, sugerindo que
este gene € um fator importante para os processos de aprendizagem e memoria.
Além disso, o BDNF é capaz de aumentar a atividade dendritica no cértex adulto,
podendo também ter um papel na diferenciacdo de células microgliais e homeostase
(PARKHURST et al, 2013).

Sabe-se que o BDNF atravessa a barreira hematoencefalica, de modo que
seus niveis periféricos sdo aceitos em estudos como representativos de suas
concentracbes centrais, permitindo que suas dosagens sejam utilizadas como
biomarcadores em estudos clinicos (PAN et al, 1998; KLEIN et al, 2011). Também,
ja esta elucidado na literatura que os niveis de BDNF diminuem ao longo da vida.
Em idosos, este fato parece estar associado, pelo menos em parte, ao
comprometimento cognitivo presente no envelhecimento (WALSH et al, 2020;
BROWN et al, 2019; LI et al, 2019; FIGUEIREDO et al, 2017). Esta neurotrofina
capaz de prevenir alteragbes degenerativas em hipocampo pode ser modulada por
véarios fatores, incluindo respostas agudas a exposicdo ao calor ambiental, ao
exercicio fisico e estresse hipoxico, e a fatores de longo prazo, como exposicao a
luz solar e época do ano, enriquecimento ambiental (WALSH et al, 2020;
FIGUEIREDO et al, 2017).
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Estudos mostram que envelhecimento e infeccbes recentes reduzem a
expressdo hipocampal de transcritos especificos do mRNA do gene BDNF que se
associam a plasticidade e atividade neuronal, comprometendo a capacidade de
aprendizado (PATTERSON, 2015). Além disso, tem sido observado que alteracdes
na expressdo do gene do BDNF ocorre via modulacdo epigenética (GOMEZ-
PINILLA et al, 2011).

1.5 Epigenética

A expressao epigenética significa “acima do genoma” e consiste no estudo do
impacto dos fenotipos hereditarios e ambientais na expresséao de genes especificos.
Ou seja, esta ciéncia busca compreender de que forma os fatores biolégicos,
nutricionais e sociais, tais como estresse, alimentacdo, uso de drogas, estilo de vida
e pratica de atividade fisica, podem alterar a expressdo e comportamento génico,
sem causar modificacdes na sequéncia primaria do DNA. Pode ser compreendida,
deste modo, como a adaptacao estrutural de regides do cromossomo com intencao
de registrar, sinalizar ou perpetuar estados alterados da atividade génica (BIRD et al,
2007).

As modificacdes epigenéticas ocorrem na cromatina, formada pelo conjunto
molécula de DNA e proteinas histonas, conforme mostra a Figura 1. A cromatina é
estruturada em octameros proteicos envoltos pela fita dupla de DNA. O octamero
proteico, por sua vez, € formado por pares de histonas H2A, H2B, H3 e H4 (STRAHL
& ALIIS, 2000; KOUZARIDES, 2007). O nucleo das histonas, chamado
nucleossomo, € mantido por cargas opostas as das proteinas (KURDISTANI &
GRUNSTEIN, 2003).

Figura 1 - Desenho esquematico da cromatina formada pelo octamero proteico (4 pares de

histonas) envolto pela molécula de DNA
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Fonte: Elsner e Siqueira (2016, p. 17)

As alteracdes em histonas podem incluir acetilacdo, metilacédo, fosforilacao,
ubiquitilacdo e sumoilacdo, e ocorrem em sua cauda N-terminal, conforme pode ser
observado na Figura 2. Uma das modificagbes mais estudadas, e foco deste
trabalho, é o processo de acetilacdo. Este é mediado por enzimas histonas
acetiltransferases (HATS), que catalisam a adicdo de um grupo acetil aos residuos
de lisina. Isso enfraquece a estrutura da cromatina, resultando numa maior
acessibilidade para fatores transcricionais agirem, facilitando e ativando a
transcricdo génica. O processo inverso, ou seja, a desacetilacdo de histonas,
consiste na remocdo destes grupos acetil pelas enzimas histonas desacetilases
(HDACSs), levando a silenciamento génico, como ilustra a Figura 3 (STRAHL &
ALLIS, 2000; YOO & JONES, 2006; WAGGONEY, 2007; KOUZARIDES, 2007;
KHAN &LA THANGUE, 2008).

Figura 2 - Desenho esquematico de possiveis alteracdes epigenéticas em histonas: metilacéo,

acetilacdo, ubiquitinacdo e fosforilacéo
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Fonte: Elsner e Siqueira (2016, p. 16)

Na literatura esta elucidado a existéncia em mamiferos de pelo menos 18
enzimas da familia HDACs, subdivididas em 4 classes distintas. As HDACs
dependentes de zinco, por exemplo, incluem 11 membros e sdo divididas nas
classes |, Il e IV, sendo a classe | composta pelas HDACs 1, 2, 3 e 8; a classe |l
subdividida em lla (HDACs 4, 5, 7 e 9) e llb (HDACs 6 e 10); e a classe IV sendo
composta apenas pela HDAC11. A classe Il inclui membros dependentes de NAD+
(sirtuinas), estas enzimas foram associadas com a estabilidade genémica devido
sua estabilidade com o telémero (WANG et al, 2015).

Figura 3 - Desenho esquemético da modulagéo dos niveis de acetilagdo de histonas através do
sistema HAT-HDAC
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Fonte: Elsner e Siqueira (2016, p. 21)

Enguanto isso, outro processo como a metilacdo de histonas, por exemplo,
pode ter efeito de ativacdo ou inativacdo, dependendo do residuo alvo e estado de
metilacdo (mono, di ou trimetilado, ou seja, adicdo enzimética de um, dois ou trés
grupos metil). A metilacdo das histonas ocorre por adicdo enzimatica a aminoécidos
lisina ou arginina de um, dois ou trés grupos metil doados da S-adenosil-L-
metionina. Este pode ser um fendbmeno estavel ou reversivel, através de enzimas
histonas metiltransferases (HMTs) e histonas desmetilases (HDMs). A metilacao da
histona ndo modifica carga, entdo néo interfere na associagdo com DNA, mas em
alguns casos promove a transcricdo e em outros casos repressao da transcricao, ao
afetar a ligacao de proteinas chamadas “leitores de histona” (GUPTA et al, 2010;
GREER & SHI, 2012; DASKALAKI et al, 2018).

Tem sido demonstrado que a monometilagéo da histona H3 lisina 9 (H3K9),
por exemplo, resulta em aumento da transcricdo génica, enquanto a di e trimetilacao
da mesma histona e lisina associam-se ao silenciamento génico. Outro exemplo é a
histona H3 lisina 4 (H3K4), na qual a di e trimetilacdo induzem ao relaxamento da
cromatina, facilitando acéo de fatores transcricionais (GUPTA et al, 2010).

A molécula de DNA, por sua vez, € suscetivel apenas ao processo de
metilacdo, conforme ilustra a Figura 4. Esta reacdo ocorre principalmente nas ilhas
CpG (Citosina fosfato guanina) com intermédio de enzimas conhecidas como DNA
metiltransferases (DNMTS), responsaveis por transferir o grupo metil da molécula
doadora S-adenosilmetionina (SAM) para a posi¢ao 5’ do anel piramidal da citosina,
formando 5-metil desoxicitidina e S-adenosilhomocisteina (SAH). As DNMTs podem
ser de manutengao ou mecanismo “de novo metilacao”. As de manutencédo (DNMT1)
mantém os padrdes de metilagdo durante a replicagao celular; e as mecanismo “de
novo metilagdo” tém fungdo de transferir grupos metil para sitios ndo metilados
previamente e podem ser DNMT3A e DNMT3B (LEI et al, 1996; REIK& WALTER,
1999; GUPTA et al, 2010).

Figura 4 - Desenho esquemaético da metilacdo de DNA que ocorre pelas enzimas

DNMTSs, preferencialmente nas ilhas CpG
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Fonte: Elsner e Siqueira (2016, p. 18).

A reducéo dos niveis de histonas e modificacfes nestas proteinas contribuem
para a menor capacidade transcricional durante o processo de envelhecimento e no
surgimento de doencas associadas a idade, pois estas interagem com a molécula de
DNA e sao responsaveis por empacota-la, participando, deste modo, da regulagéo
da expressado génica. Reducdo nos niveis de desmetilacdo da histona H3K36, por
exemplo, aumenta a longevidade de leveduras, enquanto alteracées na metilacéo da
histona H3 lisina K4 (H3K4) podem reduzir sua vida util (PELEG et al, 2016).

Tem sido descrito que o desequilibrio de marcadores epigenéticos esta
associado tanto ao processo de envelhecimento fisiologico quanto na fisiopatologia
de doencas cronico degenerativas. Saha e Pahan (2006) foram pioneiros ao abordar
essa tematica, descreveram que a morte de neurbnio pode ter relacdo com
desequilibrio de marcadores epigenéticos, como alteragcdes na acetilacdo de
histonas. Reducdo da enzima HAT parece ter um papel na cascata que desencadeia

doencas neurodegenerativas, pois levaria ao estado de toxicidade neuronal.

O comprometimento da memoria associado a idade, também, esta
relacionado a desregulagdo dos niveis de acetilagdo da histona H4 lisina K12,
sugerindo que estas modificacdes levam a alteracdes da expressao génica e podem
servir como um sinal precoce de comprometimento da memoria. Ainda, a regulacao
positiva da enzima HDAC classe Il em hipocampo foi associada a prejuizo da

memoria de camundongos idosos (WANG et al, 2018).
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Foi verificado por Sant'/Anna et al (2013) um aumento na atividade da enzima
HDAC em encéfalo de ratos envelhecidos, o que favorece um desequilibrio na
relacio HDAC/HAT levando a uma possivel diminuicdo na transcricdo génica.
Corroborando com esses achados, Lovatel e colaboradores (2013) observaram
reducdo nos niveis de acetilacdo da histona H4 em hipocampo de ratos

envelhecidos, o que estava associado com déficit da memoria aversiva.

Uma pesquisa de Lupo e colegas (2019), propds que idosos e individuos com
doencas neurodegenerativas, como Doenca de Alzheimer, apresentam menor
acetilacdo da histona H4K16 em regides do cOrtex, e que isto estd associado ao
comprometimento da transmissdo sinptica. A acetilacdo da histona H3 lisina 27
(H3K27) também altera com a idade. Em idosos, por exemplo, esses niveis estao
reduzidos em cértex pré frontal também comprometendo a funcdo neuronal,
demonstrando que a acetilagdo de histonas pode representar um papel causal na
desregulacéo neural e sindptica associada a idade (LUPO et al, 2019).

Em um estudo experimental, Yoshihara e colaboradores (2019) sugeriram que
a reducdo na acetilacdo da histona H3 é dependente da idade, com niveis mais
baixos em ratos de 12 e 24 meses do que naqueles com 3 meses. Eles encontraram
resultados semelhantes para tri-metilagdo da histona H3 lisina K9, porém o mesmo
ndo era valido para a lisina K27. Além disso, andlises de regressao linear revelaram
correlagdes significativamente positivas entre a massa muscular do musculo

gastrocnémio e as modificacdes nas histonas.

Enguanto isso, Huang et al (2020) demonstraram que inibir a HAT é um meio
eficaz de aumentar a longevidade, pois reduziu niveis de marcadores de
envelhecimento e promoveu proliferacdo em linhas celulares humanas e leveduras,
0 que estava associado a acetilacdo da histona H3, através de modificacdes nos
sitios H3K9 e H3K18.

Dessa forma, agentes que modulem/aumentem os niveis de acetilagdo de
histonas parecem ser estratégias benéficas durante o processo de envelhecimento.
Nesse contexto, destaca-se a pratica de exercicio fisico, que ja demonstrou induzir
um status de hiperacetilacgdo em encéfalo de ratos envelhecidos (LOVATEL et al,
2013; DE MEIRELES et al, 2014). Lovatel e colegas (2013) observaram que um

protocolo de exercicio forcado em esteira foi capaz de amenizar o comprometimento
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cognitivo, diminuir os niveis de marcadores inflamatdrias e aumentar os niveis de
acetilacdo da histona H4 em hipocampo de ratos envelhecidos, e que a
hiperacetilacdo estava associada positivamente com a melhora da memoria
aversiva. De Meireles et al (2014) observaram reducdo dos niveis de acetilagdo da
histona H3 lisina 14 no hipocampo 30min apds uma sesséo de exercicio em esteira
com ratos Wistar treinados pelo teste de esquiva inibitéria, eles também perceberam

melhora da memoria eversiva através do mesmo teste.

Além desses dados experimentais, achados clinicos do nosso grupo de
pesquisa e outros estudos também demonstram que o exercicio fisico é um
importante agente modulador de marcadores epigenéticos em diferentes populacdes
como obesos (DORNELES et al, 2016; DORNELES et al, 2017), esquizofrénicos
(LAVRATTI et al, 2017), diabéticos (KORB et al, 2018) pacientes com fibromialgia
(RICCIARDI et al, 2020) e individuos saudaveis (DA SILVEIRA et al, 2017,
FIGUEIREDO et al, 2017).

Apesar desses achados, ndo existe na literatura nenhum estudo que avalie o

efeito do exercicio sobre marcadores epigenéticos em idosos institucionalizados.

1.6 Exercicio fisico e epigenética — Estudos clinicos

Estudos tém demonstrado que o exercicio fisico € indispensavel para
manutencdo da saude global e funcbes cerebrais, sendo que a falta da pratica de
exercicio fisico tem sido associada ao risco de desenvolvimento de doencas
cronicas, neuroldgicas e neoplasicas (COTMAN &BERCHTOLD, 2002; COTMAN et
al, 2007; LISTA &SORRENTINO, 2010; INTLEKOFER & COTMAN, 2013; GOMEZ-
PINILLA &HILLMAN, 2013; FERIOLI et al, 2019).

Trabalhos recentes vém sugerindo que os efeitos benéficos do exercicio fisico
estdo associados, pelo menos em parte, com a modulacdo de marcadores
epigenéticos, demonstrando que a atividade fisica pode ser primordial na construcao
de uma “memodria epigenética”, influenciando nas fungdes e comportamento cerebral
a longo prazo, se estendendo inclusive a progénie seguinte (LAKER et al, 2014;
DENHAM et al, 2015; MCPHERSON et al, 2015).
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Um estudo do nosso grupo de pesquisa analisou a influéncia da pratica de
corrida de rua sobre do estado de acetilacdo da histona H4 em homens saudaveis
de meia idade. Observou-se que a pratica regular da corrida de rua ndo influencia na
modulacdo desse marcador epigenético, visto que ndo foram observadas diferencas
significativas em células mononucleares isoladas de sangue periférico de individuos
treinados comparado ao grupo controle sedentario (DA SILVEIRA et al, 2017). Por
outro lado, essa resposta foi diferente quando avaliada em corredores de rua idosos,
uma vez que Figueiredo e colegas (2017) demonstraram que a prética regular da
corrida de rua em homens idosos esta relacionada com a diminuicdo da acetilacédo

global da histona H4.

Denham e colegas (2014), avaliaram o efeito do exercicio fisico sobre
marcadores epigenéticos de genes relacionados a doencas cardiovasculares. Eles
utilizaram o treino de sprint intervalado, uma modalidade j& conhecida por melhorar
condicdes cardiometabdlicas, durante 4 semanas, 3 vezes semanais, e avaliaram a
metilacdo global de DNA de leucécitos em 19 homens jovens e saudaveis. O
exercicio melhorou a capacidade cardiorrespiratéria e desempenho, reduziu as
concentracbes do colesterol lipoproteico de baixa densidade juntamente com a
metilacdo global do DNA. Houve desmetilacdo de regibes promotoras de genes,
como o fator de crescimento epidérmico (EGF), conhecido por estar ligado a
doencas cardiovasculares, e ilhas CpGs em resposta ao exercicio, indicando
aumento da transcricdo génica. Alguns microRNAs tiveram sua metilagéo alterada
apos o exercicio, e isso levou a diminuicdo da expressdo do microRNA maduro

envolvido nas funcdes cardiovasculares.

Ainda com individuos saudaveis, Denham e colegas (2015) desenvolveram
uma pesquisa para determinar o efeito do exercicio fisico sobre os niveis de
metilagdo global do DNA em esperma de homens adultos jovens saudaveis. Para
tal, os individuos foram submetidos a um protocolo de exercicio fisico aerdbio de alta
intensidade realizado em esteira durante 3 meses. Os autores demonstraram que 0
exercicio induz alteracdes na metilagdo de DNA no esperma humano, o que estava
associado com a expresséo reduzida de diferentes genes associados com doencas
como esquizofrenia, obesidade e diabetes, sugerindo efeito transgeracional do
exercicio na modulacdo desses genes uma vez que a dosagem foi realizada em

célula germinativa.



41

No ano seguinte, este mesmo grupo de pesquisa avaliou a influéncia de 8
semanas de treinamento resistido sobre a metilacdo global do DNA em homens
jovenssaudaveis. O exercicios era realizado 3 vezes por semana, com 8 a 12
repeticbes com carga equivalente a 80% do teste de 1 repeticdo maxima. Os
resultados demonstraram melhora significativa da forca muscular global e da
metilacdo de DNA em genes relacionados a diabetes, vias imunoldgicas e alteracdes
axbnais e nas ilhas CpGs. Genes de fatores de crescimento, como 0 hormdnio
liberador de hormdnio de crescimento (GHRH) e fator de crescimento acido de
fibroblastos (FGF1), também mostraram alteracées na metilagdo apos treinamento,
assim como o RNAm. Isto sugere melhora da forca muscular e da metilagcdo do
DNA de leucdcitos e transcriptoma através do exercicio de resisténcia (DENHAM et
al, 2016).

Horsburgh e colegas (2015) avaliaram as metiltransferases de novo DNMT3A
e DNMT3B, bem como concentracdes sanguineas de interleucina 6 (IL-6), em
homens recreacionalmente ativosantes e apds 120 minutos de exercicio fisico
(corrida em esteira).As concentracbes nucleares de DNMT3B diminuiram
significativamente apds a intervenc¢do, mas ndo foram observadas alteracdes nas
DNMT3A. Para isolar os possiveis efeitos da IL-6 nas mudangas encontradas nas
concentracbes de DNMT3A e DNMT3B, as células mononucleares do sangue
periférico (PBMCs) foram tratadas com IL-6 recombinada separadamente
dascondic6es de exercicio. Os resultados mostraram que 0 aumento em suas
concentracbes causavam aumento nas concentragbes nucleares de DNMT3A e
DNMT3B.

Os niveis de citocinas circulantes sao preditivos de mortalidade e variam com
fatores como idade, doenca aguda e crbnica. Pesquisas sugerem que 0S niveis
séricos do fator de necrose tumoral (TNF), interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8) e
interleucina 10 (IL-10) se correlacionariam com alteracbes na metilagcdo global do
DNA, analisado em leucécitos isolados do sangue. Deste modo, Verschoor e
colegas (2017) avaliaram em adultos que viviam na comunidade os padrbes de
metilacdo do DNA em células mononucleares do sangue periférico. Os resultados
sugerem que, além da idade, os niveis séricos de IL-10 apresentacdo maior
associacado aos padroes de metilacdo do DNA, seguidos por TNF, IL-6 e IL-8. Além

disso, 0s niveis dessas citocinas eram mais altos em idosos, mas ndo foram
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observadas associacdes com o envelhecimento epigenético acelerado. Esses
achados sugerem relacdo entre a modulacdo de marcadores epigenéticos e

inflamatorios.

Robson-Ansley (2014) observaram que a metilacio de DNA global nao
alterou apdés uma sessdo extenuante de exercicio de 120 minutos de esteira em
PBMCs de corredores de rua comparado ao periodo basal. Contudo, os niveis
plasmaticos da IL-6 estavam correlacionados com estado de metilacdo de DNA de
11 genes, sugerindo a interacao entre marcadores inflamatorios e epigenéticos em

reposta ao exercicio em individuos treinados.

Da Silva e colegas (2017), avaliaram a influéncia de 24 sessbes de um
protocolo de exercicio fisico progressivo sobre marcados epigenéticos e resposta
inflamato6ria em sangue periférico de individuos com Doenca Pulmonar Obstrutiva
Crbnica (DPOC), sedentarios. O protocolo de exercicio fisico concorrente era
realizado 3 vezes por semana, durando 90 minutos cada sess&o. A coleta sanguinea
foi realizada para avaliar os efeitos a curto e longo prazo do exercicio fisico, sendo
realizada nos momentos pré intervencéo, imediatamente apds a primeira sessao, e
antes e imediatamente apds a ultima sessao. Foi avaliado metilacdo global do DNA
e acetilacdo global da histona H4, niveis de interleucina 4 (IL-4), IL-6, IL-8,
Interferon-gama (INF-y) e fator de crescimento transformador beta (TGF-B). Os
resultados demonstraram que ndo houveram alteracdes na metilacdo global da
histona H4 entre os momentos, mas houve uma reducdo significativa da metilacao
de DNA imediatamente ap0s a primeira sessdo de exercicio comparado ao periodo
basal, e isto ndo foi observado na ultima sessdo, sugerindo que a modulagéo
epigenética nessa populacdo em resposta ao exercicio fisico é transitéria. Foram
observadas correlacdes entre os parametros inflamatérios e o0s marcadores
epigenéticos: na 24° sessédo, 0s niveis globais de acetilacdo da histona H4 foram
negativamente correlacionados com niveis basais de IL-4 e positivamente com 0s
niveis de IL-8.Apds 23 sessbes de pacientes com DPOC apresentaram niveis mais
baixos de IL-6 e IL-8 comparado ao momento basal, mas isto néo foi percebido no
momento agudo pés 1°sessao. Houve melhoria significativa de IL-6 sistémica e uma
diminuicdo significativa nos niveis de TGF-B imediatamente apds a 24° sessao.
Qualidade de vida e capacidade de exercicio também melhoraram significativamente
pos protocolo (DA SILVA et al, 2017).
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O exercicio fisico associa-se com reducdo do risco de cancer e efeitos
colaterais do tratamento da doenca, pois modula a expressédo de citocinas, tendo
efeitos benéficos sobre o sistema imunoldgico destes pacientes. Zimmer e colegas
(2014), deste modo, investigaram se os efeitos de um protocolo de exercicio fisico
influenciariam nos niveis séricos de citocinas de pacientes com linfoma ndo-Hodgkin,
e se estes estdo associados a modificacdes nas histonas. Assim, pacientes com
cancer e saudaveis foram randomizados em grupo controle e grupo intervencao,
sendo que O grupo exercicio se exercitou uma vez por 30 minutos em bicicleta
ergométrica, com intensidade moderada, e tiveram amostras de sangue coletadas
antes e ap0s o exercicio para avaliacdo da concentracfes do fator de inibicdo da
migracdo de macrofagos e IL-6 foram dosadas, Natural Killers (NK) e linfocitos T,
além da acetilagdo global das histonas H4 lisina 5 e histona H3 lisina 9. Os
pacientes com cancer, quando comprados aos saudaveis, apresentaram niveis
séricos basais elevados do fator de inibicdo da migracdo de macrofagos e IL-6 e
reducdo da acetilacdo de histonas H3K9 nas células NK, indicando uma atividade
transcricional reduzida nos linfocitos em tumores. As alteracdes no fator de inibicdo
da migracdo de macréfagos correlacionaram-se negativamente com a acetilacédo de
histonas H4K5, levando a hipétese de que este fator de migracdo afetaria estas
células por meio de modificacBes epigenéticas. Além disso, o exercicio foi associado
com aumento na acetilacdo das histonas H3K9 isoladas dos linfocitos T e IL-6.No
ano seguinte, esse mesmo grupo de pesquisa demonstrou que uma unica sessao de
exercicio fisico em ciclo ergbmetro durante 30 minutos foi capaz de reduzir os niveis
de acetilacdo das histonas H4 e H3 nas células NK de pacientes oncoldgicos
(ZIMMER et al, 2015).

Schenk et al (2019) avaliaram, em um estudo piloto, a influéncia de uma Gnica
sessao de exercicio sobre a metilacdo global do DNA em células NK isoladas de 5
mulheres saudaveis. Foram coletadas amostras de sangue venoso antes e 1 minuto
apoOs exercicio em bicicleta ergométrica. O protocolo iniciava com 3 minutos de
aguecimento, progredindo a potencia a cada 2 minutos até o momento de exaustéao
(quando o quociente respiratorio fosse maior que 1). Alteracdes na metilacdo do
DNA foram encontradas em 33 alvos apds exercicio agudo, 19 apresentando
hipometilacado e 14 hipermetilacdo, estando presentes em 25 genes com diferentes

funcdes moleculares e que desempenham diferentes papeis na regulacéo celular.



44

A resposta epigenética e inflamatoria em resposta ao exercicio fisico em
individuos com esquizofrenia também ja foi avaliada. No estudo de Lavratti e
colegas (2017), os participantes foram submetidos a um protocolo de exercicio fisico
concorrente, composto por exercicios de resisténcia e atividade aerdbica, numa
frequéncia semanal de 3 vezes, com 60 minutos de duracao/sesséo. A fim de avaliar
os efeitos agudos e tardios do exercicio, coletas sanguineas foram feitas em
diferentes momentos: pré intervencédo e 30, 60 e 90 dias apds o inicio. Observou-se
um estado de hipoacetilacdo da histona H4 em leucécitos em todos os tempos
avaliados comparado ao periodo basal; além da reducdo de IL-6 (citocina anti-
inflamatoria)60 e 90 dias apds a intervencdo comparado ao periodo basal. Esses
dados sugerem que os efeitos anti-inflamatérios da intervencdo podem estar
associados com a reducao na expressao de genes pro inflamatérios, o que ocorre

via reducdo dos niveis de acetilacdo global da histona H4.

A maquinaria epigenética parece ter um papel central nas respostas
inflamatorias e imunes também em idosos submetidos ao exercicio fisico. Dorneles e
colaboradores (2016) avaliaram a resposta aguda ao exercicio intervalado de alta
intensidade da atividade global da HDAC e niveis de citocinas em 10 homens com
sobrepeso e obesidade. As citocinas dosadas foram IL-6, IL-10, interleucina 17 a (IL-
17a), fator de transformacéo do crescimento beta (TGF-b) e fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a). As amostras de sangue foram coletadas antes, imediatamente apdés e
24 horas ap6és a sessao de exercicio. A sessao de exercico durava 31 minutos e era
feita em esteira ergométrica, consistindo em 10 “ataques” de 60 segundos com 75
segundos de recupecdo. Os dados sugeriram inducdo de leucocitose, aumento
significativo da enzima HDAC e IL-6, IL-10 e TGF-b imediatamente apds o exercicio.
Estes dados sugerem a relacdo da modulacédo da resposta inflamatéria pela enzima
HDAC na obesidade.

No ano seguinte, este mesmo grupo de pesquisadores avaliou a influéncia
aguda do exercicio em homens magros e obesos fisicamente ativos na acetilagdo
global da histona H4, atividade da enzima HDAC2, producéo de IL-6, IL-8, TNF-a e
mondcitos. 20 voluntarios foram submetidos a uma sesséo de exercicio extenuante,
que consistia em subir e descer de um degrau, e tiveram coletado sangue para
dosagens de marcadores epigenéticos e inflamatorios. O exercicio induziu um

aumento significativo na acetilagdo global da H4 e producdo de citocinas pro-
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inflamatorias, principalmente nos obesos, e diminuiu a atividade da enzima HDAC2
nos exercitados e ndo exercitados obesos. O exercicio foi capaz de aumentar
citocinas inflamatorias e fendtipos de mondcitos em ambos os grupos. Isto leva a
crer que a obesidade influencia na maquinaria epigenética e que exercicios
extenuantes resultam em um grau baixo de inflamacédo cronica, o que é mais
evidente na obesidade por meio de um desequilibrio na relacéo entre acetilacdo da
H4 e HDAC2 (DORNELES et al, 2017).

Korb et al (2018) avaliaram os efeitos de um protocolo de exercicio fisico
aerébico de 12 semanas, 3 vezes por semana com 45 minutos cada sessao,
realizado em meio aquético e no solo (caminhada ou corrida em ambos os
ambientes), sobre a atividade da enzima HDAC e niveis de citocinas em sangue
periférico de individuos com diabetes mellitus tipo 2. Ambas as intervencdes foram
capazes de modular a atividade da enzima HDAC, que aumentou ao final da
primeira sessdo (efeito agudo) e reduziu ao final das 12 semanas (efeito cronico,
dosado antes do inicio da ultima sessdo), sugerindo uma influencia do tempo de
intervencdo. Além disso, os niveis de IL-10 também aumentaram ao final da

intervencao.

Giacomet e colegas (2019) avaliaram em um estudo quase-experimental o
impacto de uma Unica sessdo de treino intervalado de alta intensidade, realizado
com bicicleta ergométrica, inciando com 2 minutos de aquecimento (50% da
frequéncia cardiaca (FC) maxima), seguindo para 10 estimulos de 60 segundos com
maior intensidade (85-90% da FC maxima) intercalados com periodos de 75
segundos de recuperacdo a menor intensidade (40% da FC maxima), sobre os
niveis de acetilacdo global das histonas H3 e H4, BNDF, creatina quinase e dados
antropométicos (peso, altura e IMC, cincunferéncia abdominal e dobras cutaneas)
em 10 mulheres obesas pos-menopausicas. Os resultados ndo mostraram
alteracdes nos biomarcadores, mas houve uma correlagcdo negativa entre massa
gorda e niveis globais de acetilacdo da H3 e entre consumo de oxigénio e niveis
globais de acetilagdo da H4. Este protocolo néao foi efetivo na modulagdo do status
de acetilacdo de histonas, sugerindo que o efeito do exercicio sobre esses
marcadores é género-dependente, sendo que homens sobrepeso e obesos parecem

ser mais sucetiveis a essas alteracdes, conforme sugerem estudos citados acima.
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Recentemente, Ricciardi e colegas (2020) avaliaram os efeitos de Qigong,
uma pratica chinesa, sobre marcadores epigenéticos (atividade da HAT), qualidade
de vida, qualidade do sono, fadiga e dor em 13 mulheres sedentarias com
fibromialgia. O protoclo consistia em uma postura inicial seguida de oito movimentos
realizados de forma suave, lenta, continua e circular, finalizando com postura final,
sempre sincronizando com a respiracdo e atencdo. Teve duracdo de 8 semanas, 2
vezes por semanas com sessfes de 45 a 60 minutos. Os participantes foram
incentivados a dar sequéncia aos exercicios em casa por 4 semanas, realizando-os
todos os dias. Ao final do protocolo, foi percebido melhora significativa da qualidade
de vida, qualidade do sono, fadiga e dor em diferentes regidées do corpo. Desordens
do sono e difusdo durante o dia, itens do index de qualidade do sono de Pittsburgh,
também tiveram melhora significativa entre os momentos pré e poOs intervencao,
porém nao foram encontradas alteracdes na atividade da enzima HAT, sugerindo o
envolvimento de outros marcadores epigenéticos nessa resposta(RICCIARDI et al,
2020).

Nosso grupo de pesquisa também tem avaliado o impacto do exercicio fisico
sobre a modulacdo de marcadores epigenéticos em individuos com portadores de
afeccdes do sistema nervoso central. Goldhardt e colegas (2010) avaliou o impacto
de uma Unica sessdo de duas intervencbes distintas (treino em esteira com
suspensao de peso e caminhada sem suspensao de peso, durando 60 minutos)
sobre a acetilagdo global das histonas H3 e H4, niveis de BDNF e marcadores de
estresse oxidativo (substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), produtos
avancados de oxidacdo de proteinas (AOPP), metabdlitos do oxido nitrico (NOX),
glutationa (GHS), e capacidade antioxidante total (CAT)) em sangue periférico de
individuos com lesdo medular. Em ambas as sess0fes, inicialmente os individuos
eram submetidos a estimulacéo elétrica funcional (FES) para reduzir espasticidade
do musculo retofemoral. Foi observado um aumento significativo nos niveis de
antioxidantes apos a intervencdo no grupo sem suspensao de peso. Contudo, 0s
marcadores epigenéticos e niveis de BDNF permaneceram inalterados
(GOLDHARDT et al, 2019).

Recentemente, avaliamos os efeitos de uma sessao de treinamento fisico
concorrente com e sem uso do FES (com uso do WalkAide), com duracdo de

45minutos, sobre parametros cognitivos e funcionais, estresse oxidativo e
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marcadores epigenéticos de individuos pés acidente vascular cerebral (AVC). Os
resultados mostraram melhora do equilibrio e reducdo do risco de quedas na
intervencado exercicio e FES. Houve melhora da performance cognitiva apés as duas
intervencgdes, mas o exercicio associado ao uso do FES teve melhora significativa se
comparado ao exercicio isolado. Menores niveis de peroxidacao lipidica foram
observados na intervencdo com exercicio isolado, enquanto o exercicio e FES
combinados reduziram os niveis de carbonila e superoxido dismutase (SOD). Por
fim, um aumento da atividade das enzimas HAT e HDAC foi observado apés as duas
intervencdes, demonstrando a modulacdo do status de acetilacdo de histonas em

resposta ao exercicio nesses pacientes (ELSNER et al, 2020).

Alguns achados na literatura também tém investigado o impacto do exercicio
fisico combinado com o consumo de suco de uva sobre desfechos funcionais e
modulacdo de marcadores epigenéticos. Especificamente, um estudo do nosso
grupo de pesquisa avaliou o impacto do exercicio aquatico realizado isoladamente e
associado ao consumo de suco de uva sobre desfechos motores, funcionais, niveis
de BDNF e acetilacdo global da histona H4 em sangue periférico de individuos com
doenca de Parkinson (DE OLIVEIRA et al, 2020). Os participantes foram divididos
em grupo exercicio e grupo exercicio + suco de uva. A intervencéo teve duracao de
4 semanas, com frequéncia de 2 vezes semanais e aproximadamente 60min cada
sessdao e incluia exercicios especificos para equilibrio, forca, agilidade, coordenacéo
e controle corporal. O suco de uva (400mL) foi consumido diariamente durante o
periodo da intervencdo (DE OLIVEIRA et al, 2020). Foram avaliadas a capacidade
funcional (pelo teste de caminhada de 6min), mobilidade (pelo Time Up and Go test),
o risco de quedas (pela escala de equilibrio de Berg), niveis de BDNF e acetilacéo
global da histona H4 pré e pés intervencao. Observou-se uma melhora significativa
da capacidade funcional e equilibrio apds intervencéo, assim como dos niveis de
BDNF e acetilacdo global da histona H4 em ambos os grupos, sendo que as
respostas ndo foram potencializadas pelo consumo de suco de uva (DE OLIVEIRA
et al., 2020).

Recentemente, Dani et al (2020) avaliaram o impacto de um protocolo de
treinamento fisico (concorrente, em grupo, durante um més, 2 vezes por semana,
60min/sessdo) associado ou ndo ao consumo de suco de uva integral (400mL/dia)

sobre a acetilacdo de histonas, modulacdo do estresse oxidativo e niveis de IL-6 de
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29 idosas higidas. A amostra foi dividida em trés grupos: grupo suco de uva, grupo
placebo e exercicio (consumiu 400mL/dia de suco de uva placebo) e grupo suco de
uva e exercicio. Os grupos placebo e exercicio e suco de uva e exercicio mostraram
reducdo significativa nos niveis de IL-6, mostrando o papel anti-inflamatério do
exercicio fisico. Além disso, o exercicio foi capaz de aumentar defesas antioxidantes
nao enzimaticas nas idosas, que também foi encontrado no grupo que nao realizou
exercicio fisico, mas consumiu o suco de uva integral, rico em polifendis (DANI et al,
2020). O status de acetilacdo de histonas ndo foi alterado apds a intervencdo em

ambos 0s grupos.

Apesar desses achados, estudos que investiguem o efeito do exercicio sobre

a modulacédo epigenética em idosos institucionalizados séo inexistentes.

2 HIPOTESES
H1: Um programa de exercicio fisico aprimora desfechos clinico-funcionais e

modula marcadores epigenéticos em idosos institucionalizados.

HO: Um programa de exercicio fisico ndo aprimora desfechos clinico-

funcionais e modula marcadores epigenéticos em idosos institucionalizados.

3 OBJETIVOS DA PESQUISA

3.1 Objetivo primério
Verificar o efeito de um programa de exercicio fisico sobre desfechos clinico-

funcionais e modulacdo de marcadores epigenéticos em idosos institucionalizados.

3.2 Objetivos secundarios
a) Avaliar o efeito da intervencao sobre o equilibrio;
b) Avaliar o efeito da intervencao sobre o risco de quedas;
c) Avaliar o efeito da intervencdo sobre a forca muscular de membros
superiores;

d) Avaliar o efeito da intervencao sobre a capacidade funcional,



f)
9)
h)

)
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Avaliar o efeito da intervencao sobre dados antropométricos;

Avaliar o efeito da intervencao sobre a cognicao;

Avaliar o efeito da intervencéo sobre parametros de sarcopenia;

Avaliar o efeito da intervencéo sobre a qualidade de vida;

Avaliar o efeito da intervencdo sobre a modulacdo de marcadores
epigenéticos em sangue periférico através da dosagem dos niveis globais
de acetilagcéo das histonas H3 e H4;

Avaliar o efeito da intervenc¢éo sobre os niveis de BDNF.
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4 JUSTIFICATIVA

Estimativas revelam que a populacdo idosa dobrara nas préximas décadas
(VANLEERBERGHE et al, 2017), sobrecarregando sistemas econémicos (MCPHEE
et al, 2018). A dependéncia funcional e déficit cognitivo sdo causas que levam a
institucionalizacdo de idosos. As ILPs, entretanto, frequentemente ndo sao
adaptadas e favorecem um estado de sedentarismo e isolamento maiores, 0 que
exacerba mais os declinios encontrados no envelhecimento e prejudica a qualidade
de vida desta populacdo (MOREIRA et al, 2018).

Estratégias preventivas e terapéuticas que promovam envelhecimento
saudavel sdo importantes nesta populacdo (MCPHEE et al, 2016), pois contribuem
para reduzir custos com medicamentos e hospitalizagbes e controlam fragilidade
presente nesta faixa etaria (FERREIRA et al, 2018).

Segundo a WHO, o conceito de qualidade de vida constitui “a percepcao que
o individuo tem de sua posicdo na vida dentro do contexto de sua cultura e do
sistema de valores de onde vive, e em relacdo a seus objetivos, expectativas,
padrées e preocupagdes”. No processo de envelhecimento, a autonomia e
independéncia funcional diminuem, dificultando a realizacdo de atividades basicas,
fatores que podem ser minimizados e prevenidos com pratica de atividade fisica
(WHO, 2015).

O conhecimento das bases moleculares associadas com essas respostas é
essencial. Deste modo, acredita-se que o0s resultados pioneiros advindos desta
pesquisa poderdo nortear estudos futuros envolvendo o0 processo de

envelhecimento.
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5 ARTIGO ORIGINAL

Os resultados desta pesquisa serdo apresentados sob forma de artigo
original. Este esta intitulado “The impact of a multimodal exercise protocol on
functional outcomes, levels of BDNF and epigenetic modulation in institutionalized
older adults: a pilot study”, aceito para publicacdo na revista Neural Regeneration
Research com fator de impacto de 3.171 e classificado no extrato B4 do Qualis
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Graphical abstract

A multimodal exercise protocol improves functional outcomes, quality of life,

cognitive performance and global histone H3 acetylation levels
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Abstract

Current evidence has suggested that epigenetic changes are associated with both
aging process and aging-related diseases. There are researches showing the
benefits of physical activity on the functionality, cognition and quality of life of
institutionalized elderly, however the molecular mechanisms involved are not
elucidated. The purpose of this pilot study was to investigate the impact of a
multimodal exercise intervention on functional outcomes, cognitive performance,
quality of life (QoL), epigenetic markers and brain-derived neurotrophic factor (BDNF)
levels among institutionalized older individuals. Participants (n=8) without dementia
who were aged 73.38+11.28 years and predominantly female (87.5%) were included.
The intervention was in a group and consisted of twice weekly sessions (60 min
each) over 8 weeks. Balance (Berg Scale), mobility (Timed Up and Go test),
functional capacity (Six-minute walk test), cognitive function (Mini-Mental State
Examination—- MEEM) and QoL (WHOQOL-BREF questionnaire) were evaluated
before and after the intervention. Blood samples (15mL) were also collected in these
moments to the biomarkers analysis. Significant improvements were observed in
cognitive function, balance, mobility, functional capacity and QoL after the
intervention. In addition, a tendency toward an increase in global histone H3
acetylation levels was observed, while BDNF levels remained unchanged. This study
provided evidence that an 8-week multimodal exercise protocol has a significant
impact on ameliorating functional outcomes and QoL in institutionalized older
individuals. In addition, it was also able to promote cognitive improvement, which
seems to be partially related to histone hyperacetylation status.

Keywords: Aging; Physical exercise; Epigenetics; BDNF; Cognition; Quality of life;

Balance; Risk of falling.
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INTRODUCTION

In developing countries, a remarkable increase in the prevalence of older
adults has been observed in the last years (Mathus-Vliegen, 2012). In fact, it is
estimated that the elderly population will compose approximately 22% of the world’s
population by 2050 due to the increase in life expectancy (Scully, 2012). These data
require attention, since the aging process is associated with a progressive loss of
physiological and psychological functions that lead to inevitable disabilities that
contribute to functional dependency and consequently lead to institutionalization
(Sampaio et al., 2020).

In this sense, changes in cognitive abilities are very common, contributing to
the increase in the incidence of neurodegenerative diseases (Bherer, 2015; Vedovelli
et al., 2017). Emerging evidence has been reporting that age-related cognitive
deficits are related, at least in part, to decreased levels of brain-derived neurotrophic
factor (BDNF) (Lommatzsch et al., 2005; Gunstad et al.,, 2008; Yu et al., 2008).
BDNF is a neurotrophin known to exert a pivotal role on neuronal growth and is
critical for learning-related synaptic plasticity and memory processes (Bathina et al.,
2015; Santos et al., 2016). Importantly, the levels of peripheral and central BDNF
seem to be correlated (O’'Bryant et al., 2011).

In addition, it was proposed that the imbalance in histone acetylation
homeostasis, an important epigenetic marker, may contribute to the aged-related
decline of brain functions and neurodegenerative conditions (Saha and Pahan, 2006;
Lovatel et al., 2013). In this context, decreased histone H4 acetylation levels were
observed in neurons from the hippocampi and cortices of old mice (Walker et al.,
2013). Accordingly, Lovatel and colleagues (2013) showed that aged rats presented

reduced levels of global histone H4 acetylation in hippocampi in association with
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aversive memory impairment. On the other hand, some lines of evidence have
reported that enhancements in histone acetylation levels induced a significant
augment in BDNF levels (Fuchikami et al., 2010). Therefore, it is plausible to
suppose that strategies that can modulate BDNF levels and histone acetylation
status might be considered efficient to improve brain functions in elderly people.

Furthermore, it is known that all health-related components of physical fithess
seem to be compromised in these individuals (Bherer, 2015). Specifically, significant
reductions in cardiorespiratory and muscular endurance, muscular strength and
flexibility and in body composition have been observed (Pisan et al., 2013). In this
sense, sarcopenia is the syndrome characterized by the gradual loss of strength and
muscle mass, which is highly prevalent among the elderly (Cruz-Jentoft et al., 2010;
Beaudart et al., 2017; Diz et al., 2017).

These cognitive and functional changes can predispose the elderly to falls and
fractures, which negatively affect their capability to execute activities of daily living
and compromise their quality of life (QoL) (Bherer, 2015; Hsu, 2015). Contrarily,
physical exercise has been highlighted as a promising non-pharmacological tool that
not only prevents but also reduces age-associated deficits (Garber et al., 2011; Alfieri
et al., 2012; Law et al., 2014).

Among the several available protocols, multimodal interventions that combine
cognitive training and exercise have been demonstrating additional effects compared
to other protocols and seem to be effective in ameliorating cognitive performance and
functional outcomes, such as balance, functional mobility and gait speed in healthy
and sedentary older adults living in community-dwelling or Institutionalized with
normal cognitive status or with cognitive decline (Law et al., 2014; Both et al., 2016;

Marmeleira et al., 2017; Pereira et al.,, 2017). In fact, some research groups have
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observed the effectiveness of these protocols in long-term care facilities for healthy
elderly or older adults with cognitive impairment (Eggenberger et al., 2015;
Marmeleira et al.,, 2017). Although, the molecular mechanisms linked to these
responses still needs to be further investigated.

In this context, it has been demonstrated that several physical exercise
programmes can improve physical/mental health and brain functions in different
populations through the modulation of epigenetic markers and BDNF levels (da Silva
et al., 2017; Figueiredo et al.,, 2017; Lavratti et al., 2017; Korb et al., 2018),
suggesting that this issue should be investigated in institutionalized older adults.

Then, our goal was to investigate the impact of a multimodal exercise protocol
on 1) functional outcomes, such as balance, mobility and functional capacity; 2)
cognitive performance; 3) QoL; and 4) the modulation of global histone H3

acetylation and BDNF levels in institutionalized older adults.

SUBJECTS AND METHODS
Subjects

The convenience sample included institutionalized older adults living in a long-
term facility in Porto Alegre City, south of Brazil. Participants did not receive any
form of financial incentive to participate in the survey. Data collection took place from
July to August, 2019. The study included individuals age = 60 years and ability to
walk without using an orthoses. Exclusion criteria were determined as having
cognitive impairment (Mini Mental State Exam < 24), using HDAC inhibitor drugs,
presence of neurological diseases, orthopaedic and/or musculoskeletal problems
affecting gait, inability to communicate with researchers or not having medical

clearance to perform physical activity (flow chart 1).
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The Ethics Research Committee of Centro Universitario Metodista-IPA, Brazil
approved the current study on June 06, 2019 under the number 3.376.078 and it
was also registered in the Brazilian Registry of Clinical Trials-ReBEC (registration
number: RBR-2gkx69). All participants signed written informed before enroliment and

all procedures was in conformity with the Declaration of Helsinki.

Study design

This was a quasi-experimental pilot study, and participants served as their own
controls. They were submitted to a multimodal exercise protocol (in a group, during 8
weeks, two times weekly, 60 minutes each session), and during this period, they
were not engaged in any other type of physical exercise programme.

The functional outcomes and cognitive performance measures were assessed
before the beginning of the intervention and at the end of the intervention. To avoid
learning effects, the participants were not well-known with the tests that were
selected. For the biomarker measurements, participants were submitted to blood
collections pre- and post-intervention.

Importantly, the exercise regimen functional tests and blood collections were
collected at the same time (2 p.m.—4 p.m.). A blinded researcher to the study

measured the analyses.

Physical training protocol

The multimodal protocol used in the current study was based on a previous
study (Marmeleira et al., 2018). Specifically, each session was divided into the four
following moments: 1) warm-up (5 minutes), with stretching and active upper/lower

limb exercises; 2) exercises focused on cardiovascular capacity, strength,
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balance/agility and flexibility (25 minutes), which included walking, stationary gait,
resistance exercises for the main upper/lower muscle groups, unipodal support with
open/closed arms over the chest, anterior/lateral inclination and static stretches; 3)
exercises focused on perception and cognition (such as double-task), attention,
memory and processing of requested actions (25 minutes), such as walking and
naming fruit/colour names, completing previously established circuits, attending to
requested verbal commands and memorizing motor/verbal signals; and 4) relaxation
and breathing techniques (5 min). A schematic drawing of the protocol is shown in

figure 1.

Anthropometric data measurement
Body mass and height
Body weight was assessed using a digital scale (G-Tech Glass® , Brazil).
Height was measured with a maximum 3 m pocket stadiometer with 0.5 cm precision
(Cescorf® , Brazil). The participant was instructed to maintain an upright vertical
position, with his/her feet parallel and his/her head positioned in the Frankfurt plane.
The body mass index (BMI) was measured using the formula proposed by
Quetelet (2009) (BMI = weight (kg)/height (m)3?), and the parameters were based on
data from the World Health Organization (1995). The classification of nutritional
status was based on the parameters proposed by Lipschitz (1994) for adults and the

elderly.

Functional outcomes assessments

Balance
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The Berg Balance Scale (BBS) was used to evaluate balance and risk of falls.
This instrument is composed of 14 tests and depending of the score, the risk of falls
is determined: scores < 45 indicate a low to moderate risk of falls while scores < 36

are related with a 100% risk of falls (Miyamoto et al., 2004).

Mobility

The Timed Up and Go (TUG) test evaluated mobility. For this, individuals begin
sitting, get up from a chair, walk for 3 metres, turn around, return to the chair and sit
again. Periods > 20 seconds to perform the test suggest functional dependence and

increased risk for falls (Viccaro et al., 2011).

Cognitive performance analysis

The MMSE was used to assess changes in cognitive status, being applied by
the evaluator in a private environment (Folstein et al., 1975).

The questions are grouped into seven categories and score can vary from 0 to
30 points, and the cut-off point is usually adjusted for educational level, which can be

24 for people with schooling over 9 years and 17 for people with less schooling.

Quality of life (QoL) evaluation

To assess QoL, the WHOQOL-BREF questionnaire was used (Castro et al.,
2007). The participant had privacy to answer the questionnaire alone, and when
necessary, the evaluator helped. This questionnaire consists of 26 items distributed
in five domains (general, physical, psychological, social relations and environment),

assessing QoL and health. The score for each item ranges from 1 to 5 (Likert type),
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with higher values related to better QoL, with the exception of items g3 (physical

pain), g4 (treatment) and q26 (negative feelings), where it occurs in the reverse.

Sample preparation

A sample of venous blood (15 mL) was collected and separated in tubes with
EDTA for biomarker analysis. The procedures were previously described by Bicalho
et al. (1981) and Dani et al. (2020). Briefly, the peripheral blood was used to acquire
the peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) for epigenetic analysis and plasma

for BDNF measurements. The samples were aliquoted and frozen at -200C.

Global H3 histone acetylation levels analysis

H3 histone acetylation was determined using the commercial kit (Colorimetric
Detection, Cat# P-4008 EpiGentek , Madrid, Spain) as previously reported by de
Oliveira and colleagues (2020). The Coomassie Blue Method was used to express
the protein concentration of each peripheral blood mononuclear cells samples

Bradford, 1976).

BDNF levels analysis

Plasma BDNF levels were determined as previously described by Giacomet
and colleagues (2019). Specifically, it was used the ELISA method, from Sigma—
Aldrich commercial kit (catalog number RAB0026) according to the manufacturer’s
instructions. The sample and BDNF-specific standards were added to an ELISA
microplate and incubated for 2.5 h at room temperature. Subsequently, the solutions
were discarded and the same plate was washed four times with wash buffer (PBS,

Tween 20 0.01 %). Afterwards, the secondary antibody bound to biotin was added
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and incubated for 1 h at room temperature with gentle agitation. The plate was again
washed with wash buffer and streptavid in solution was added. The plate was
incubated at room temperature for 45 min with gentle agitation. The solution was
discarded and the plate went through the washing process. Tetramethylbenzidine
(TMB) was added, and the solution was incubated for 30 min at room temperature, in
light deprivation, with gentle agitation. The stop solution was added and the plate
was read in a spectrophotometer at a wavelength of 450 nm. The BDNF plasma

levels were expressed as ng/ml.

Statistical analysis

Firstly, the normality of variables was tested with the Shapiro-Wilk test. For the
pre- and post-intervention comparison, the paired t-test was used. The SPSS 20.0
software (IBM, Armonk, NY, USA) was used for analysis and the significance level of

5% (P < 0.05) was considered.

RESULTS
Sample characterization

Table 1 summarizes the characteristics of participants. The current study
included 10 individuals; however, one individual declined to participate and one
dropped out due to a stroke. As described in Table 1, the intervention did not alter

anthropometric data, such as body mass and BMI.

Functionality, cognition and quality of life evaluation
Regarding the functional outcomes, the intervention was able to improve all

variables (Table 2), since higher scores in the BBS (P < 0.05), SMW (P < 0.05) and
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TUG (P < 0.05) were observed. As described in Table 2, better cognitive
performance after the intervention was also found (P < 0.05).

The effect of the intervention on QoL is highlighted in Table 3. A significant
improvement in the total score (P < 0.05) and in the domains of general health,

psychological well-being and environment (P < 0.05) were observed.

Global histone H3 acetylation and BDNF levels analysis

Figure 2 illustrates the modulation of global histone H3 acetylation levels in
response to the intervention, where the tendency toward an increase of global
histone H3 levels was found (P = 0.066). Finally, BDNF levels remained unaltered in

response to the intervention (Figure 3).

DISCUSSION

The limitations of this study include the short intervention time and the small
sample size.

It has been described that older institutionalized individuals have sedentary
habits, which can exacerbate the age-related decline in functional clinical status
(Volkers et al., 2011). Therefore, strategies to attenuate this response, such as
exercise interventions, might be relevant. In this sense, the current study provided
evidence that an 8-week multimodal intervention induced significant improvements in
physical-motor abilities and QoL in institutionalized older adults. In addition, the
intervention was also able to promote better performance in cognitive function, which
seems to be partially related to histone hyperacetylation status without changes in
BDNF levels. Then, our data showed novel insights into the molecular mechanisms

regarding the beneficial effects of multimodal exercise in this population.
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Contrary to previous studies conducted with older adults submitted to physical
activity protocols reporting improvements on anthropometric data (Bezerra et al.,
2018; Bagheri et al., 2020; Rica et al., 2020), no alterations were found either in body
mass or BMI after the intervention in the current study. Bezerra et al. (2018)
observed important changes in body composition in elderly individuals submitted to
an exercise protocol over 8 weeks (three times/week). Similarly, elderly women also
showed altered body composition after a concurrent exercise programme over 8
weeks (three times/week). Altogether, these findings suggest that interventions with
higher frequency and duration are necessary to improve anthropometric variables in
this population.

Deterioration of physical fithess and functional status, in general, represents
high risk of frailty, physical disability and loss of independence among the elderly
(Méanty et al., 2014). In agreement with other authors (Marmeleira et al., 2017), we
provide evidence that it is possible to delay this tendency in response to exercise
practice, since we observed better performance in mobility, functional capacity and
balance in response to the multimodal intervention.

It has been proposed that cognition exerts a pivotal role in the regulation and
control of mobility (Montero-Odasso et al., 2015), since cognitive skills might
positively impact the functional and physical abilities due to the increase in
information speed velocity and decrease in the reaction time (Schaie, 2006). In fact,
some researchers have also indicated a relationship between mobility and cognitive
performance in institutionalized older adults (de Oliveira Silva et al.,, 2019).
Accordingly, the intervention was able to positively impact cognitive performance in
the current study, which appears to mediate, at least partially, the better

functional/motor status results.
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Another remarkable point to consider is the improvement in QoL observed
after the intervention, a finding that is in line with growing evidence supporting the
idea that functional ability and cognition are intrinsically connected with it, since QoL
is related to more autonomy and better environmental interaction (Montero-Odasso
et al., 2015; Ferrante et al., 2016). Furthermore, agility/dynamic balance seems to be
a predictor of health-related QoL in institutionalized older adults (Davis et al., 2015).

This is an expected result, since interventions with physical exercise have
shown to be beneficial in improving QoL in the elderly, as well as higher levels of
physical activity, which are associated with better QoL (Lok et al., 2017; Arrieta et al.,
2018). In this sense, Kekélainen et al. (2018) evaluated the effect of 9 months of
resistance exercise training on QoL, using the WHOQOL-BREF questionnaire in
healthy elderly individuals. The authors found significant improvements in the
environment, psychological and physical domains after the intervention,
corroborating our findings. Therefore, we might suggest that the enhancement in QoL
observed is in response to different types of physical exercise programmes (e.g.,
resistance or multimodal) and that both shorter interventions, such as the protocol,
used in the current study (3 months), as well as prolonged programmes, are effective
in improving it.

In addition to assessing the effect of exercise on clinical outcomes, we also
investigated the modulation of biomarkers in order to elucidate the molecular bases
associated with these responses. In this context, experimental studies have revealed
that increases in histone acetylation levels might be considered as the possible
mechanism underlying exercise-induced memory improvement during the aging
process (Lovatel et al., 2013; Cechinel et al., 2016; de Meireles et al., 2016; de

Meireles et al., 2019). Besides that, previous evidences have shown that peripheral
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blood mononuclear cells (PBMCs) analysis could reflecting epigenetic changes, that
can be also present in the brain (Gavin and Sharma, 2009) as well as the acetylation
levels in PBMCs could be linked with brain injury and neurological dysfunction (Shen
et al., 2014). Collectively, our results can be related to these authors, given that the
intervention was able to significantly enhance global histone H3 acetylation levels in
combination with the better response in cognitive performance.

To the best of our knowledge, this is the first study demonstrating the effect of
exercise on epigenetic modulation in institutionalized older adults. This data is in
agreement with several evidences highlighting the capacity of exercise in modulating
the epigenome in different populations, which might be linked to the beneficial impact
of its practice in several clinical outcomes (Dorneles et al., 2016, 2017; Lavratti et al.,
2017; Korb et al., 2018).

Although increased expression of BDNF following exercise has been linked to
histone hyperacetylation status (Elsner et al., 2011; Gomez Pinilla et al., 2011), as
well as an exercise-mediated BDNF increase being associated with cognitive ability
amelioration, no changes in this neurotrophin were found after the intervention in the
current study. However, we cannot discard the involvement of epigenetic changes in
regulating the expression of other genes associated with cognitive function, including
Arc (activity-regulated cytoskeletal gene), zif268 (nerve growth factor inducible-A)
and c-Fos, which undergo substantial changes during the aging process (de Meireles
et al., 2019). Future studies should be developed in order to clarify this issue.

Contrary to our findings reporting the effect of an 8-week protocol, Vedovelli
and colleagues (2017) demonstrated that a multimodal physical activity programme
over 3 months was able to enhance BDNF levels in healthy older women. Besides, a

multimodal physical exercise programme during 16 weeks was effective at reducing
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pro-inflammatory cytokines in combination with a increased BDNF levels in elderly
individuals with mild cognitive impairment (Nascimento et al., 2014). In this sense,
higher levels of BDNF in response to long-term exercise have been previously
reported (Ruscheweyh et al., 2011; Lee et al., 2014). Collectively, these findings led
us to presume that BDNF changes in response to multimodal exercise protocols in
the elderly occur in a dose-dependent way, specifically demanding long-term designs
to induce significant increases.

In addition, Lira and colleagues (2020) recently proposed that the volume of
work performed by larger muscles might strictly influence BDNF levels augmentation.
Then, we could infer that in the present study, the multimodal exercise protocol did
not recruit the use of these muscles and therefore did not change BDNF levels.

Furthermore, it is important to consider that exercise-induce modifications in
BDNF levels follow a hormetic curve (Ji et al.,, 2006). Specifically, it was
demonstrated higher BDNF up-regulation at the beginning of exercise, which can
decrease again to pre-exercise levels. In view of these considerations, it
recommended that future studies could analyse the BDNF modulation in response to
the proposed intervention at different time-points in elderly individuals to elucidate
this topic.

Finally, it is important to describe that the attendance of participants was
highly considerable. Our data corroborate those obtained by Marmeleira and
colleagues (2017), who also investigated the impact of a multimodal regimen in
institutionalized older adults. In this context, it was previously reported that this kind
of protocol, integrating diverse actions that target physical-motor and perceptive
cognitive abilities, could increase the level of satisfaction and motivation among older

adults, which might contribute to maximize the level of adherence (de Souto Barreto
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et al., 2016; Morley et al., 2016). In addition, it is important to note that both studies
were characterized as supervised, structured and group-based interventions,
supporting the idea that programmes with this profile might show successful results
(Lavratti et al., 2017). In fact, regarding institutionalized older adults, physical training
interventions carry out in group might be considered most appropriate, because they
can contribute to reduce the social isolation usually linked to the long-term effects
institution (Molinari, 2002).

We believe that this preliminarily findings could encourage future
investigations in order to elucidate the precise epigenetic pathways involved to the
exercise effects in institutionalized elderly individuals. Specifically, future studies
could analyze markers such as global histone H4 acetylation and DNA methylation
levels as well as the expression of specific genes. Furthermore, studies with a robust
sample could enable verify other issues within this theme including the influence of

gender.

CONCLUSIONS

Our study demonstrated that an 8-week multimodal physical activity
programme is an important strategy to attenuate and/or ameliorate the decline of
functional status (such as functional capacity, mobility, balance) and QoL of
institutionalized older adults. In addition, this intervention was able to promote
cognitive improvement, which seems to be partially related to histone
hyperacetylation status. Therefore, these findings reinforce the importance of
encouraging and implementing multimodal physical activity programmes for this

population.
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Table 1. Participants characteristics pre and post intervention (n=38)

Before After

Gender (female/male) 87.5%/12.5%
Age (years) 73.38+11.28
Height (meters) 1.57+0.07
Prevalence of diseases

Diabetes mellitus 2 (25%)

SAH 5 (62.5%)
Katz (score)
Total independence 7 (87,5%)
Partial independence 1 (12,5%)
Body mass (Kg) 69.08+13.29 70.01+13.21
BMI (Kg/m?) 27.82+4.92 28.17+4.79
Calf circumference (cm) 38.31+3.68 38.00+3.08

Data presented as mean + standard deviation (numeric data) or relative frequency
(categorical data). Paired T test to compare before and after intervention. SAH-
Systemic arterial hypertension, BMI-Body Mass Index.



Table 2. Functional outcomes pre and post intervention

Before After
TUG (seconds) 12.14+3.15 10.49+2.77*
SMW (meters) 292.12+96.28 453.37+110.05*
BBS (score) 47.88+4.70 51.63+3.66*
MMSE (score) 18.2515.06 20.50+£6.02*

Data presented as mean + standard deviation. Paired T test to compare before and
after intervention. *Denote statistical differences from before physical training (p <
0.05). TUG-Time up and go; SMW-Six minute walk; MMSE- Mini-Mental State
Examination; BBS-Berg Balance Scale.
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Table 3. Quality of life (QoL) pre and post intervention

Before After
Total score 85.88+11.06 95.50+11.31*
General health 6.88+0.99 8.88+1.12*
Physical capacity 22.25+2.31 23.25+2.65
Psychological well-being 20.00+3.89 23.00+2.82*
Social relationships 8.63+2.82 9.25£3.80
Environment 28.13+3.68 31.00+4.78*

Data presented as mean + standard deviation. Paired T test to compare before and
after intervention. *Denote statistical differences from before physical training (p <
0.05).
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Flow chart 1. Study procedure.

Figure 1. Physical Training Protocol Design.

Figure 2. Impact of the multimodal intervention on global histone H3 acetylation
levels in PBMCs from institutionalized elderly (n=8).Paired t test was used to

compare before and after intervention (p=0.066).

Figure3. Impact of the multimodal intervention on BDNF levels
ininstitutionalized elderly (n=8). Paired t test was used to compare before and after

intervention.
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6 CONSIDERACOES FINAIS
Destaca-se a relevancia desta pesquisa, sendo pioneira em investigar os
efeitos de um protocolo de exercicio fisico multimodal sobre marcadores

epigenéticos e niveis de BDNF em idosos institucionalizados.

Nossos achados sugerem que essa modalidade de intervencéo foi benéfica
no aprimoramento de desfechos funcionais, tais como equilibrio, capacidade
funcional, risco de quedas, qualidade de vida e melhora da cognicdo, o que parece
estar associado com o status de hiperacetilacdo da histona H3. Nossos dados
corroboram a literatura atual onde o exercicio ja se mostrou uma estratégia nao
farmacolégica de sucesso capaz de melhorar a maquinaria epigenética e

funcionalidade em diferentes populacdes.

Como limitacdo, nosso estudo teve o baixo niumero amostral e um tempo de
intervencao curto. Contudo, nossos resultados podem direcionar e incentivar novas
pesquisas nesta populacdo com intuito de elucidar detalhes sobre a relacéo entreas
modulagcBes epigenéticas e as respostas funcionais. Esses achados poderdo
contribuir para que estratégias como esta sejam inseridas nestes locais,

promovendo melhor qualidade de vida para estes idosos.

Além deste estudo que faz parte do meu projeto de mestrado, estive
envolvida em outras pesquisas que avaliaram os beneficios do exercicio fisico e
consumo de suco de uva integral sobre marcadores epigenéticos e funcionalidade

de idosas higidas, resultando na coautoria de dois artigos publicados:

1) “Grape juice consumption-induced physical functional performance
improvement alone or combined with therapeutic exercise in elderly women”,
publicado na revista Comparative Exercise Physiology (ANEXO A);

2) “The impact of red grape juice (Vitis labrusca) consumption associated with
physical training on oxidative stress, inflammatory and epigenetic modulation
in healthy elderly women”, publicado na revista Physiology & Behavior
(ANEXO B).

Além do impacto cientifico, destaca-se o valor Social do projeto, pois esta
intervencao foi benéfica para os idosos participantes, que se mantiveram mais ativos

neste periodo, puderem ter maior convivio social e interacdo em grupo ao realizar
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uma atividade fisica orientada por profissionais habilitados, tendo aprimoramento de
desfechos clinico funcionais e qualidade de vida. Além disto, demonstrar que
estratégias simples e de baixo custo como a que desenvolvemos podem ser
implementadas, e dos beneficios, estimula que instituicdes de longa permanéncia
passem a desenvolver uma estrutura local que possibilite isso. Ainda, esta
intervencao foi capaz de proporcionar aos idosos educacdo em saude, deixando
beneficios que podem seguir mesmo apods término das atividades e dando a estes
idosos maior autonomia e responsabilidade sobre os cuidados com sua saude.

Por fim, esse projeto teve uma importancia pessoal pois me proporcionou
atuar como fisioterapeuta e experenciar a importancia de compreender o0s
mecanismos fisiolégicos envolvidos na minha atividade profissional pratica. Além
disso, me estimulou a estudar um tema completamente novo, me desafiando a
aplicar isto na area em que atuo. Esta tarefa foi gratificante, pois conhecimentos no
ambito molecular me proporcionaram atender de forma mais eficaz meus pacientes.
Além disso, a resposta positiva dos idosos foi imensamente compensadora. Por fim,

o mestrado foi uma oportunidade de me desenvolver como pesquisadora.

7 PERSPECTIVAS
a) mensurar a acetilacao global da histona H4 em PBMCs;

b) correlacionar os achados moleculares e motores.
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Abstract

This study aimed to examine the effects of grape juice consumption during 4 weeks alone or combined with a
therapeutic exercise protocol on quality of life (SF-36), handgrip strength (dynamometry) and physical function
performance evaluated through Berg Balance Scale (BBS), Timed Up and Go, Six-Minute Walk Test (6MWT) in
elderly women. Nineteen healthy elderly women were distributed in Grape Juice Group (G]G, n=9) and Grape Juice
+ Exercise Group (GJEG, n=10). A significant improvement in handgrip strength and BBS were observed in GJG.

Both groups showed increased values in 6MW'T and the quality of life was significantly imp
in GJEG, Daily grape juice consumpﬁon isable to impmve some physical functional p eters in

d after inter

Ldeorrl

however, when in combination with therapeutic intervention may pnovlde a more effective nn(egy to
positively affect the quality of life.

Keywords: physical functional perf herapeutic exercise, grape juice, elderly women

1. Introduction functional capacity (Bertoli et al., 2017) and quality of life

The aging process Is characterised by an important loss
of muscle mass, strength and function which might exert
a negative impact on whole-body metabolism (Chabli et
al., 2008; Conley et al., 2000; Hollmann et al, 2007;). TN:
condition, namely muscle aging or penia, is id

in elderly (Leopoldino et al,, 2013; Vieira et al, 2013).

In addition to ise practice, ging evidences have
been also pointed out that specific diets and nutritional
bioactive compounds can prevent sarcopenia (Sanchis-
Gomar et al., 2014) and ameliorate the age-related decline

one of the main factors of frailty durlng agng und mlghl
Justify why the elderly adopts a

(Boncompagni ef al,, 2006; Rikli and Jones, 20!3 Ritchie
et al, 2005; Ryall et al., 2008).

However, it is known that the maintenance of muscle
performance is crucial to increase independence nnd

in physical and functional performance (Lopez-Uuch and
Navas, 2016). In a model of penia in rats, the auth

observed that epigallocatechin-3-gallate consumption,
the most abundant catechin in green tea, was able to
preserve muscle mass (Meador et al, 2015). Aho 15
days of epicatechin administration, a kind of polyphenol

lmproved exercise capacity secondary to increases in

quality of life Iderly. Therefore, h
on preventive and th i gies aimed to reduce
the impact of nmapcnh and improve physical functional
performance should be prioritised. In this context, the
uguhr exercise pncw:c is consider an Interesting tool

le of imp h, flexibility, motor ¢ l,
muscle resistance (Met et d. 2014, Geremh et al., 2015),

keletal muscle capillarity, mitochondrial vol densi
and isolated muscle contractile function in healthy mlddlc
aged mice (Nogueira et al,, 2016). Similarly, improvements
In motor function were also reported following chronic
grape juice consumption in aged rats (Shukitt-Hale et al,
2015), and these results could be explained by the catechins
content in both grape juice and green tea. Grape julce is an
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The impact of red grape juice (Vitis labrusca)consumption associated with
physical training on oxidative stress, inflammatory and epigenetic
modulation in healthy elderly women
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywurds: The imbal of epigeneti stress and infl y markess is i ‘vmhthcwﬁy»

Aping PHysical exrrcise pathology. Then, the indl of bloactiy ! compounds and physical § on these

Red grape Jukce o~ been studied, although the b of both g Mbmwmmmulhwm

rmm.““ verify the effect of the of physical mm::dmjm(hnld:w-)mmulhhl
histone acetylation H3 and H4 levels, oxids stress and interlenkin 6 (IL.6) leveds in peripheral blood

of healthy elderly women, This double-blind mndomized clinical study consisted of 29 volunteers, aged 59 years
and over, divided into three groups: grape juice group (GIG, n ~ 9); placebo and exercise group (PLEG, n ~ 10)
and grape juice and exercise group (GJEG, n ~ 10), During | manth, GJG consumed 400 ml of grape juice per day
(memxwuumumwmmmammeuuxmmw
mitted to a phy I (two times per week, 60 min / session). The volunteers were
hmsitted to blood coll WMIMMWQ&&:WW:;MW
acetylation H3 and H4, lipid oxidative damage (TBARS), p (!‘nhouyl). y defense
(Stlhytyl glwp)ndu'uvttyal id. and lase). There were no
mmwmummmwmmm
cmnwwmumumdmmmmmwmmmmmm-
remarkable reduction on IL-6 Jevels after inter We abwo ob d an in Carbonyl levels, SOD
activities and Sulfhydryl levels comparing before and after Coasidering the | etion of time and
.mp.a-mwn-mmy&ylmwymmcwmmmmmﬂmm
clated or not with grape juice P showed ant y effects and an influence in the antioxidant
dete (non enzy and enzy plncltdymnwwuuwpngmp.mm-c
an in non exxy dant defense, what could be attributed to the polyphenals content.
These responses seem not 1o be invalved with histone acetylation status.

1. Introduction In the functionality and quality of life this population (2],
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According to World Health Organization (2015), the elderly popu- maintaln homeostasls, triggers mitochondrial dysfunctl

lation has been Increasing over the years (1], This Is impoctant infor- dotive stress and ind), yp dea lhemld
mation since aging Is a progressive and lrreversible process, where there developing pathologles [1,4] . Oxmuwmm-nmmun
Is & decline of all sy , making the individuals susceptible 1o several imbalance between reactive species and idant defs which
functional and physiological al lons that lmpact directly negatively results in cellular damage (5,6 . It is known that the elderly population
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