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RESUMO 

 

Matias MST. Efeito da atividade física regular de alto desempenho aeróbico na 

resposta imune e no encurtamento do telômero em linfócitos T de idosos 

[dissertação]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 

2015. 

 

INTRODUÇÃO: O aumento na expectativa de vida da população justifica o 

interesse em compreender melhor o processo de envelhecimento. Uma 

projeção recente do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística prevê que a 

população de idosos vai triplicar até 2050. Esse aumento trará para o sistema 

de saúde do Brasil um desafio. O aumento do número de doenças, o 

comprometimento imunológico, a diminuição da resposta às vacinas são 

evidenciados na população idosa. A associação entre encurtamento do 

telômero e senescência celular tem sido estabelecida laboratorialmente. Neste 

estudo avaliamos comparativamente três grupos de indivíduos idosos quanto à 

atividade física na categoria de alto desempenho, moderado desempenho e 

sedentário. Comparamos o comprimento do telômeros em linfócitos T entre os 

grupos citados. Avaliamos a cognição, a qualidade de vida e incidência de 

depressão dos idosos dos grupos citados. MÉTODOS: Os pacientes foram 

selecionados no ambulatório do Instituto de Ortopedia e Traumatologia da 

Universidade de São Paulo. Avaliamos as características clínicas, funcionais, 

qualidade de vida, depressão, cognição, miniavaliação nutricional, imunidade e 

medida do telômeros em linfócitos T. RESULTADOS: Foi detectada correlação 

estatística significante entre a medida do telômeros em linfócitos e CD8CD28- 

e a atividade física. Foi, também, detectada diferença na mini avaliação mental 

e consumo de O2. CONCLUSÕES: Comprovou-se diferença estatística entre a 

medida do telômeros em linfócitos e CD8CD28- bem como na cognição e a 

atividade física.  

 

Descritores: Telômero; Envelhecimento/imunologia; Atividade física; Idoso; 

Linfócitos T; Qualidade de vida; Cognição. 



 

 

SUMMARY 

 

Matias MST. Effect of high-performance regular physical activity and immune 

response telomero shortning in T lymthocyte in elderly [dissertation]. São Paulo: 

“Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo”; 2015. 

 

INTRODUCTION: The increase in population life expectancy justifies the 

interest in better understanding the aging process. A recent projection of the 

Brazilian Institute of Geography and Statistics predicts that the elderly 

population will triple by 2050. This increase will bring a challenge to the 

healthcare system in Brazil. The increase in the number of diseases, the 

immunological impairment, and the decreased response to vaccines are 

evident, especially in the elderly population. The association between telomere 

shortening and cellular senescence has been established in a laboratory 

setting. In this study we compared three groups of elderly individuals regarding 

their physical activity in the categories of high performance, moderate 

performance and sedentary. We compared telomere length in T cells between 

the aforementioned groups. We evaluated the cognition and incidence of 

depression in the elderly of the aforementioned groups. METHODS: Patients 

were selected from the clinic of the Institute of Orthopedics and Traumatology, 

University of São Paulo. We evaluated the clinical characteristics, functional 

characteristics, quality of life, depression, cognition, nutritional mini-

assessment, immunity and telomere length in T cells. RESULTS: A statistically 

significant correlation was found between telomere length in CD8CD28- T cells 

and physical activity. Also, differences in the mental mini assessment and the 

consumption of O2 were detected.  CONCLUSION: A statistically significant 

correlation was proven between the length of the telomeres in CD8CD28- T 

cells and cognition, as well as in physical activity. 

 

Descriptors: Telomere; Aging /immunology; Motor Activity; Aged; T-

Lymphocytes; Quality of life; Cognition. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

O envelhecimento populacional aumentou de forma significativa nas 

últimas décadas. Uma projeção recente do IBGE (Instituto Brasileiro de 

Geografia e Estatística, 2010) prevê que a população de idosos vai triplicar 

até 2050, passando dos atuais 10,8% para 29,7% da população total do país, 

correspondendo a quase 65 milhões. A expectativa de vida ao nascer 

aumentou na última década (1999 a 2009); entre as mulheres passou de 73,9 

para 77 anos e entre os homens de 66,3 para 69 anos. Este envelhecimento do 

Brasil trará um desafio cada vez maior para o SUS (Sistema Único de Saúde), 

pois os idosos apresentam um número maior de doenças crônicas e que 

contribuem para perda da funcionalidade, declínio na qualidade de vida. A 

conseqüência é o aumento da demanda dos serviços públicos de saúde com 

maior número de internações hospitalares e uso de instituições de longa 

permanência (Hazzard et al., 2003; Freitas e Py, 2006). O crescimento 

desproporcional da população de idosos ocasionará aumento significativo na 

prevalência das demências (déficit cognitivo), síndrome de fragilidade e fraturas 

de colo de fêmur, afecções muito frequentes nos países desenvolvidos. Assim, 

a busca de ações preventivas e terapêuticas, de baixo custo e eficácia 

comprovada, faz-se necessária no combate a esses riscos de alta prevalência 

e que comprometem a qualidade de vida, parâmetro priorizado no atendimento 

em geriatria. 

O envelhecimento, segundo Comfort (1979) é caracterizado pela 

incapacidade de manutenção da homeostasia em condição de sobrecarga 
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funcional. O envelhecimento pode ser visto como um processo dinâmico e 

progressivo em que há modificações morfológicas, funcionais, psicológicas e 

bioquímicas que determinam a perda da capacidade de adaptação do indivíduo 

ao meio ambiente e a perda da reserva funcional, com maior incidência de 

processos patológicos que terminam por levá-lo a morte. 

As alterações que ocorrem no sistema imunológico com o avanço da 

idade comprometem sua competência e são definidas pela imunosenescência. 

Neste processo, a resposta inata adaptativa é afetada, com alterações que 

incluem, em geral, a diminuição da fagocitose, alteração da migração celular, 

mudanças nas populações celulares e a diminuição da habilidade em produzir 

anticorpos específicos (Weiskopf et al., 2009; Agarwal e Busse, 2010), 

quando falamos em resposta imune celular, destacamos a atividade de 

macrófago via fagocitose.  

As mudanças relacionadas ao sistema imune adaptativo que envolve os 

linfócitos T incluem a diminuição do número de células T naive e assim a 

diminuição da eficácia de resposta às imunizações e infecções, e aumento do 

número de células de memória (caracterizadas pelo fenótipo CD45RO). Os 

linfócitos T naive correspondem ao grupo de células B ou células T maduras 

provindas de órgãos linfoides que nunca encontraram um antígeno diferente. A 

expectativa de vida destas células é de 1 a 3 meses, caso não encontrem 

nenhum antígeno (Abbas et al., 2008). Estudos demonstraram que os 

linfócitos T naives de indivíduos idosos apresentam alterações funcionais, 

incluindo encurtamento do telômero em linfócitos T, restrição no repertório dos 

receptores nas células T (TCRs), diminuição da produção da Interleucina I e 

interleucina II, diferenciação e expansão em células efetoras comprometidas 
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quando comparadas com linfócitos naive de indivíduos jovens. A fase efetora 

da imunidade mediada por células é realizada pelos linfócitos T e os anticorpos 

não desempenham papel na erradicação dos patógenos que vivem fora das 

células do hospedeiro. As fases da imunidade mediada por células consistem 

na ativação de células T virgens que proliferam e diferenciam-se em células 

efetoras e na eliminação dos microorganismos associados ás células pela ação 

destas células efetoras (Abbas et al., 2008). 

Alterações fenotípicas ocorrem também no compartimento de células T 

efetoras, tais como a perda da expressão CD28, que interage com CD80 e/ ou 

CD86 na superfície das células apresentadoras de antígenos - APCs. Uma 

importante molécula co-estimulatória que fornece o segundo sinal essencial 

para a iniciação de uma resposta imune é o CD 28. O acúmulo de linfócitos T, 

em particular os CD8+, que perdem a expressão de CD28 durante o 

envelhecimento, correlaciona-se com vários desfechos clínicos, incluindo a 

diminuição do controle sobre a infecção. A capacidade de produzir citocinas 

pró-inflamatórias, principalmente a IL-2, também se encontra limitada nas 

células T CD28-, e devido aos sucessivos ciclos replicativos a que foram 

submetidas ao longo da vida, estas células apresentam diminuição do 

comprimento dos telômeros em linfócitos T (Pfister et al., 2006). 

Telômeros, do grego telos, término e meros parte, foram apresentadas 

em trabalhos no final dos anos 1930 pelos geneticistas norte-americanos 

Hermann Muller (1890-1967) e Barbara McClintock (1902-1992), e definidas 

pela sua função protetora dos terminais dos cromossomos, sendo capazes de 

impedir eventos danosos para os mesmos e considerados importantes na 

manutenção da integridade do genoma (Griffiths et al., 2011). A associação 
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entre encurtamento do telômero em linfócitos T e senescência celular tem sido 

estabelecida laboratorialmente. Em fibroblastos diplóides, linfócitos T e células 

hematopoiéticas, a média do comprimento do telômero em linfócitos T reduz a 

cada divisão celular in vitro. Por esta razão, estudos baseados na literatura 

revelam que a transfecção do gene da transcriptase reversa da telomerase em 

várias células somáticas pode resultar num alongamento do comprimento dos 

telômeros e extensão da vida replicativa in vitro (Rufer et al., 1999; Ahmed e 

Tollefsbol, 2003; Baerlocher et al., 2003).  

Estudo realizado por Werner et al. (2009) verificou que a prática do 

exercício físico possui efeito benéfico na prevenção da senescência celular em 

leucócitos circulantes e na parede vascular. Neste trabalho foram investigados 

os efeitos do exercício físico nos telômero dos linfócitos T do endotélio dos 

vasos e na apoptose endotelial em camundongos, bem como os efeitos  do 

treinamento de resistência a longo prazo sobre a biologia dos telômeros em 

linfócitos T dos seres humanos. Os resultados demonstraram aumento da 

atividade da telomerase aórtica, (telomerase encontrada nas células endoleliais 

da aorta) estabilização dos telômeros em linfócitos T dos camundongos, 

redução da apoptose endotelial e ativação da telomerase em células 

mononucleares e células isoladas da medula óssea (evidenciada pelo aumento 

da regulação da proteína TRF2 e expressão de RNAm). Quando avaliado os 

efeitos da atividade física nos telômeros em linfócitos T de humanos, atletas 

profissionais jovens e atletas de meia idade foram comparados com seus 

respectivos controles sedentários de idades similares. O comprimento do 

telômero em linfócitos T (realizado pelos métodos de Flow-FISH e PCR) 

mostrou-se reduzido nos leucócitos dos controles de meia idade e esta erosão 



5 
 

 

estava diminuída em atletas de meia idade (Werner et al., 2009). Estes dados 

sugerem que os efeitos benéficos do exercício físico sobre as proteínas dos 

telômeros em linfócitos T e os fatores associados à senescência ocorrem nos 

leucócitos de atletas jovens. Nos atletas de meia idade com histórico de 

exercício de longo prazo e contínuo foi encontrada um aumento da atividade da 

telomerase, além da conservação do comprimento dos telômeros em linfócitos 

T. De acordo com Werner, esses achados podem melhorar a compreensão 

molecular dos efeitos benéficos da atividade física vascular, além de implicar 

num efeito "antienvelhecimento" do exercício físico. 

Estudo realizado por Østhus et al. (2012), pode concluir que o VO2MÁX 

está associado positivamente com o comprimento do telômero em linfócitos T e 

ainda informa que a atividade física de alto desempenho em longo prazo pode 

proteger o comprimento do telômero em linfócitos T em musculatura de 

pessoas idosas. 

Tais observações sugerem que o comprimento do telômero em linfócitos 

T possa ser utilizado como um indicador de divisões celulares in vivo, sendo 

este um fator importante no controle do tempo de vida celular, apesar de ainda 

permanecerem questões abertas a respeito da participação dos fatores que 

influenciam na atividade da telomerase, o que pode influenciar no comprimento 

do telômero em linfócitos T, podendo possivelmente variar entre os indivíduos 

(Slagboom et al., 1994; Rufer et al., 1999; Ahmed e Tollefsbol et al., 2003). 

Estudos recentes ainda citam a relação de algumas afecções comuns no 

idoso, como diabetes, insuficiência cardíaca, obesidade e depressão e o 

encurtamento do telômero em linfócitos T, comparativamente a idosos 

saudáveis, sendo mais curto em idosos doentes (Nordfjäll et al., 2008; 
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Wolkowitz et al., 2011; Shioi e Inuzuka, 2012; Hovatta et al., 2012; Jugdutt 

et al., 2012). 

Clinicamente, as consequências oriundas da imunosenescência podem 

tornar os indivíduos idosos mais suscetíveis a desenvolverem infecções 

bacterianas e virais. Malignidades e autoimunidade decorrentes do estado de 

imunosenescência também levam ao aumento do índice de morbidade e 

mortalidade (Agarwal e Busse et al., 2010). 

Devido aos impactos causados pela imunosenescência sobre o sistema 

imune dos indivíduos idosos, de acordo com Senchina e Kohut (2007), têm-se 

intensificado as investigações de terapias que possam amenizar tais 

consequências, como a prática do exercício físico. Este tem recebido atenção 

científica por sua eficácia, por apresentar baixo custo, não ser invasivo e ser 

considerado de fácil execução.  Além disto, estudos sugerem que a prática do 

exercício físico nos idosos está associada à redução da incidência e/ou 

gravidade de infecções.  

Dessa forma tivemos como objetivo neste estudo, a avaliação dos efeitos 

da prática da atividade física de alto e moderado desempenho aeróbico regular 

na longevidade, avaliando a qualidade de vida, cognição, telômero em linfócitos 

T e resposta imune, visto necessidade de mais trabalhos, na literatura, 

ratificando a eficácia desta prática. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 

Avaliar os efeitos da prática da atividade física de alto e moderado 

desempenho aeróbico regular na qualidade de vida, medida de telômero em 

linfócitos T e resposta imune 

 

 

2.2  Objetivos específicos 

 

 

 Comparar o comprimento dos telômeros em linfócitos T de idosos 

submetidos à atividade física de alto e moderado desempenho aeróbico 

regular e idoso sedentários, em subpopulações de linfócitos T 

CD4+CD45RO+ (memória) e T CD4+CD45RO- (naive) e subpopulações de 

linfócitos T CD8+CD28+ e T CD8+CD28-; 

 Avaliar a qualidade de vida e cognição dos idosos ativos, comparado com 

os sedentários. 
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3 CASUÍSTICA 

 

 

O estudo foi realizado com três grupos de indivíduos do sexo masculino 

maiores de 60 anos. Um grupo foi formado por idosos que praticam atividade 

física regular de alto desempenho aeróbico (corredores de fundo em provas 

acima de 15000 metros, incluindo meias-maratonas e maratonas); o segundo 

grupo foi formado por idosos que praticam voleibol adaptado, considerado 

atividade física moderada e o terceiro grupo foi formado por idosos sedentários. 

Foram excluídos do estudo indivíduos que apresentam comorbidades de 

impacto para o sistema imunológico (AIDS, mieloma, artrite reumatóide.) e/ou 

que fizeram uso de medicamentos imunossupressores. Poderiam ser incluídos 

no estudo indivíduos portadores de comorbidades e/ou em tratamento, porém, 

sem repercussão significativa para o sistema imunológico (ex: hipertensão 

controlada, diabetes controlada, e/ou que fizerem uso de medicamentos 

antiinflamatórios não-esteróides). Os grupos de atividade física de alto 

desempenho e sedentários fazem parte da Coorte de Atletas Seniores em 

seguimento no ambulatório do Instituto de Ortopedia e Traumatologia da 

Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo, sob a coordenação do 

Prof. Luiz Eugênio Garcez Leme. O grupo dos indivíduos com atividade física 

moderada foi recrutado através do programa “Saber Viver” da Secretária de 

Esportes da cidade de Cotia – SP. 
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4 MÉTODOS 

 

 

Foi feita a seleção dos grupos pelo tipo de atividade física ou a ausência 

da realização desta. 

Foi colhida a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido 

após explicação do mesmo. 

Três grupos foram formados: de alto desempenho, moderado desempenho 

e sedentário: 

 Grupo 1: Corredores de fundo em provas acima de 15000 metros 

(incluindo meia maratonas e maratonas) – grupo de atletas de alto 

desempenho; 

 Grupo 2: Praticantes de voleibol adaptado – Programa Saber Viver da 

Secretaria da Cidade de Cotia/SP – grupo de atletas de moderado 

desempenho; 

 Grupo 3: Sedentários – Ambulatório do Instituto de Ortopedia da 

FMUSP. 

Foram aplicados os critérios de exclusão e inclusão, realizada anamnese 

e exame físico em todos os selecionados. 

Foram aplicados questionários específicos: para avaliar depressão no 

idoso utilizamos a versão reduzida da Escala de Depressão Geriátrica de 

Yesavage (Anexo 3) (Yesavage et al., 1982-1983; Fountoulakis et al., 1999; 

Almeida & Almeida, 1999); nutrição MAN (mini avaliação nutricional) 

(Rubenstein et al., 2001), cognição MEEM (mini exame do estado mental) 

para avaliar cognição (Brucki et al., 2003); condição física IPAQ (questionário 
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internacional de atividade física – versão reduzida) (Anexo 5) (Craig et al., 

2003) e para avaliar a qualidade de vida o questionário SF-36 (Ciconelli et al., 

1999). 

Foram medidos parâmetros laboratoriais básicos (glicemia, hemograma, 

uréia e creatina, enzimas hepáticas e sorologia anti-CMV). Foram avaliadas a 

composição corpórea e a densidade mineral óssea de corpo inteiro através de 

análise densitométrica, realizada no Instituto de Ortopedia e Traumatologia do 

Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina – Universidade de São Paulo. 

Foi realizado o teste ergoespirométrico para avaliar o VO2 MAX 

parâmetro que ratifica ou retifica o grupo no qual o paciente está classificado 

pelo IPAQ. 

Reclassificação dos pacientes pós-resultado do IPAQ e do VO2. 

Todos os grupos tiveram sua condição clínica atual avaliada através de 

exame clínico e avaliação geriátrica global incluindo avaliação cognitiva e de 

humor (questionário sobre depressão e mini-exame de estado mental) 

(ANEXOS 3 e 4). 

 

 

4.1 Avaliação laboratorial 

 

 

Foram avaliados parâmetros laboratoriais básicos (glicemia, hemograma, 

uréia e creatina, enzimas hepáticas e sorologia anti-CMV).  
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4.2 Avaliação física 

 

 

Para determinar o nível de atividade física empregamos o Questionário 

Internacional de Nível de Atividade Física (IPAQ) (ANEXO 5). O resultado 

obtido foi convertido para MET’s. Os indivíduos foram submetidos ao teste 

ergoespirométrico. Os testes foram realizados utilizando o teste de Heck 

modificado. 

 

 

4.3 Medida dos telômeros em linfócitos T 

 

 

Para análise foi utilizada hibridização com citometria de fluxo. Por se 

tratar de procedimento de recente aquisição descrevemos em detalhe o 

processamento das amostras conforme consta no Anexo 6. 
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5 RESULTADOS 

 

 

Os resultados entre os grupos sedentário, moderado e atleta podem ser 

observados nas Tabelas de 1 a 5 e nos Gráficos de 1 a 6. 

 

Tabela 1 - Comparação da média entre grupos - Atividade Física 

 

 

 
 

Na Tabela 1 não se observa alterações em qualquer dos parâmetros 

entre os três grupos que são, assim, comparáveis. 
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Tabela 2 – Comparação da média entre grupos - Atividade Física 

 

 

 
 

No tocante à atividade física não se encontra diferença no tempo de 

treinamento (anos) entre o grupo intermediário e atleta. Por outro lado a análise 

da atividade em METs, VO2MAX e IPAQ são concordes em apresentar 

diferença significativa entre os grupos. 

 

 

Tabela 3 – Comparação da média entre grupos – Cognição 
 

 

 

 

No tocante à cognição, em que pese todos os grupos estarem dentro dos 

limites da normalidade, pode-se observar diferença significativa entre os 

grupos: sedentário e atleta e sedentário e intermediário. 
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Tabela 4 – Comparação da média entre grupos – Telômeros 

 

 
 

 

Na análise do comprimento dos telômeros (kp) pode-se observar 

diferença significativa com maior tamanho em atletas na análise de CD28-, não 

se observando diferença significativa nas outras variáveis. 

 

Tabela 5 - Correlação entre os dados (Teste de Spearman) 
 

 

 
 

Na análise de correlação (Spearman) entre as variáveis pode-se observar 

correlação de idade com comorbidades, qualidade de vida, atividade física 
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(IPAQ, VO2 MAX, IPAQ), nutrição (MAN) e CD28-; correlação de 

comorbidades com idade, cognição (MEEM), CD28+ e CD28-; correlação de 

medicação com RO+, RO- e CD28-; correlação de qualidade de vida (SF36) 

com idade e com CD28+, correlação de cognição (MEEM) com comorbidades; 

correlação de atividade física (VO2MAX e IPAQ) com idade; correlação de 

nutrição (MAN) com idade. As medidas de telômeros correlacionaram-se com 

RO+ / medicação; RO- / medicação; CD28+ /comorbidades e qualidade de vida 

e CD28- / Idade, comorbidades e medicação. 

 

 

Gráfico 1 – Relação da média do CD4+RO+ e exercício Físico 
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Gráfico 2 – Relação da média do CD4+RO- e exercício Físico 

 

 

 

 

Gráfico 3 – CD8+CD28+ e exercício Físico 
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Gráfico 4 – CD28+CD28- e exercício Físico 

 

 

 

 

Gráfico 5 - SF36 e exercício Físico 
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Gráfico 6 – MEEM e exercício Físico 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

No presente estudo, os grupos não apresentaram diferenças significativas 

em seus dados gerais. Como curiosidade, no que diz respeito à idade, o alto 

desempenho estava relacionado com indivíduos com maiores idades.  

Um dos aspectos positivos do presente estudo é a comparabilidade entre 

os grupos estudados como pode ser observado na Tabela 1, incluindo idade, 

qualidade de vida em todos os seus componentes, IMC, nutrição, 

comorbidades e uso de medicação.  

A análise de correlação (Tabela 5) entre as variáveis do grupo como um 

todo, independente da divisão por grupo de atividade, mostra-nos aspectos 

interessantes. Existem algumas correlações facilmente compreensíveis como a 

positiva da idade com comorbidades e a correlação negativa com qualidade de 

vida e atividade física (VO2 MAX); é também facilmente compreensível a 

correlação positiva das comorbidades com cognição (MEEM).  

Existem ainda algumas correlações de compreensão mais difícil como da 

correlação positiva da idade com nutrição (MAN), atividade física (IPAQ). 

No tocante às correlações das medidas de telômeros, encontramos 

correlação peculiar das comorbidades que é positiva com o comprimento de 

telômero de linfócito T CD8RO- e negativa entre o comprimento de telômero de 

linfócito T CD8RO+. Esta variação de correlações não apresenta de início uma 

explicação simples; no entanto deve-se ter em conta que múltiplos fatores 

podem responder pela presença de comorbidades múltiplas, sinal de limitação 

funcional no idoso e a medida simples desta variável pode não expressar, 
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ainda mais em uma casuística limitada como a nossa, sua real participação na 

funcionalidade destes indivíduos. 

Quanto aos linfócitos T CD8CD28+, existe correlação positiva com 

qualidade de vida e negativa com comorbidades; aparentemente explicitando 

uma participação positiva na funcionalidade dos indivíduos estudados; já nos 

linfócitos T CD8CD28-, considerados padrão do envelhecimento (Semba et al., 

2005), encontramos correlação negativa do comprimento do telômero com a 

idade, as comorbidades e o uso de medicação, explicitando sua função 

aparentemente protetora, de vez que sua diminuição corresponde a aumento 

de limitações funcionais. 

Uma das mais interessantes análises desta casuística é relação múltipla 

entre os diversos parâmetros medidos e os grupos de atividade (sedentários, 

moderados e atletas) que pode ser observada na Tabela 2. 

Quando passamos a analisar os parâmetros de nossa casuística divididos 

por grupos de atividades (sedentários, intermediário e atletas) os resultados 

mostram sua mais importante significação. 

Uma conclusão inicial a que podemos chegar é que a autoreferência à 

atividade física pelos idosos que permitiu dividí-los nos três grupos de atividade 

é confiável. De fato a diferença das medidas de METs (p<0,0001) VO2MAX 

(p=0,0006) e IPAQ (p=0,0000) é notável entre os grupos, qualificando a divisão 

inicialmente feita. Podemos assim considerar estas variáveis iniciais como 

variáveis de qualificação da amostra, que se mostraram positivas (Tabela 2). 

Este dado é de importância na prática quotidiana de vez que dados obtidos por 

questionários facilmente aplicáveis como o IPAQ (Anexo 5) podem servir para 

definições e pesquisas sobre atividade física, mesmo sem a aquisição do 
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VO2MAX através de avaliação ergoespirométrica, com notáveis vantagens em 

termos de aplicabilidade, dinâmica e custos. 

Entre as variáveis clínicas, um dado muito importante refere-se à medida 

da cognição, avaliada através do Mini Exame do Estado Mental de Folstein 

(MEEM).  

Em que pese os três grupos encontrarem-se dentro dos limites normais 

para a faixa etária (acima de 24 pontos) existe significante (p=0,0026) diferença 

a favor dos grupos intermediário e atletas em relação ao grupo sedentário 

(Tabela 3). Este achado confirma de alguma maneira configura os benefícios 

cognitivos da atividade física, altamente desejáveis na senescência.  

Diversos estudos têm relacionado à prática regular de atividade física em 

idosos a prevenção no declínio cognitivo (Barnes et al., 2003; Abbott et al., 

2004).  

Larson et al. (2006) mostraram que idosos que praticavam atividade 

física regular três ou mais vezes por semana tinham uma incidência 38% 

menor de doença de Alzheimer, em um seguimento de seis anos, quando 

comparado com um grupo semelhante de idosos com nível inferior de atividade 

física.   

Scarmeas et al. (2009) em um estudo de coorte com 1880 idosos 

avaliaram a incidência de DA, com uma média de seguimento de 5,4 anos. Os 

idosos com maior nível de exercício apresentaram uma redução de risco de 

33% comparado aos sedentários. 

Middleton et al. (2011) avaliaram a relação entre gasto energético total e 

a incidência de déficit cognitivo em 197 idosos normofuncionais e sem 

demência. O estudo usou a técnica de água duplamente marcada, que é um 
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método de calorimetria indireta que mede com precisão o gasto energético total 

de indivíduos fora de confinamento, refletindo o nível de atividade física diário. 

Após seguimento de cinco anos foi observado uma menor incidência de 

declínio cognitivo (decréscimo de nove pontos no 3MS - Mini Exame do estado 

Mental modificado) no grupo com maior gasto enérgico comparado ao de 

menor gasto (OR 0,09, IC 0,01-0,79). 

Numa possível explicação da relação da dinâmica dos telômeros com 

estes achados, Botha et al. (2012) estudando ratos, referem que a exposição a 

eventos adversos precoces pode resultar no desenvolvimento de 

psicopatologia, frequentemente associada a alteração cognitiva. Segundo os 

autores este fato pode se dever a um acelerado envelhecimento celular 

relacionado à atrição dos telômeros. Neste caso, o exercício poderia acelerar a 

neurogênese, funcionando como um tampão ao efeito do estresse psicológico 

no comprimento do telômero. Por outro lado, Bendix et al. (2011), estudando 

gêmeos dinamarqueses maiores de 70 anos não encontraram relação entre o 

tamanho do telômero e o desempenho cognitivo encontrando, no entanto, 

relação clara entre o tamanho do telômero e o desempenho físico. 

Apesar de não termos, na presente amostra, encontrado correlação entre 

cognição (MEEM) e comprimento dos telômeros (Tabela 5), pudemos observar 

nítida relação, na comparação de médias entre grupos, entre os dados de 

cognição e o nível de atividade física (Tabela 3), confirmando os efeitos 

benéficos deste tipo de intervenção. 

A resposta à nossa mais significativa questão (qual a participação da 

atividade física na medida dos telômeros e, portanto, do padrão de 
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envelhecimento celular?) exigiu a investigação de correlação entre o grau de 

atividade física e a medida dos telômeros dos linfócitos T. 

Desta forma, o aspecto central no presente estudo refere-se à relação da 

medida de telômeros e atividade física em idosos. Trata-se de dado de 

obtenção trabalhosa pelos múltiplos passos de sua metodologia e pela medida 

em si (Anexo 6). É evidente que com uma amostra relativamente pequena, que 

apenas nos permite inferir diferenças entre os grupos polares (sedentários-

atletas) estávamos preparados para resultados limitados; no entanto ao se 

analisar os dados referentes às medidas de telômeros por pares de bases nos 

linfócitos CD8 28-, sabidamente a célula mais relacionada ao envelhecimento 

(Semba et al., 2005), pudemos encontrar diferença significativa (p=0,034) 

quando se consideram os grupos polares: atletas e sedentários (Tabela 4). 

Ao se fazer uma avaliação da literatura, diversos pesquisadores ressaltam 

a significância da medida dos telômeros como um marcador de 

envelhecimento, ligando-a principalmente às medidas de atividade física.  

LaRocca et al. (2010), para determinar se a redução etária do TL está 

relacionada a atividade habitual de capacidade aeróbica máxima (VO2max) e 

resistência estudaram grupos de sedentários e atletas (jovens e idosos). O 

comprimento do telômero em leucócitos (LTL) foi menor nos idosos sedentários 

em comparação com os jovens p<0,01). O LT dos idosos treinados tiveram LT 

maiores que seus pares sedentários (p<0,01) e não foram diferentes dos 

jovens treinados (0,12). O LTL esteve positivamente relacionado ao VO2MAX 

em adultos idosos. A regressão múltipla revelou que o VO2MAX foi o único 

preditor independente do LTL no grupo como um todo; possivelmente à custa 

da telomerase (Ornish et al., 2008). Em nosso estudo a correlação de 
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Spearman não identificou significância entre a medida do VO2MAX e o 

comprimento dos telômeros; talvez pelo número, ainda limitado, de casos 

estudados. No entanto quando estudamos a casuística através de comparação 

da média entre grupos, aplicando o teste de Kruskal-Wallis, a relação positiva 

entre atividade física e medida do telômero nos linfócitos CD8CD28- ficou 

patente, quando comparados os grupos extremos (sedentário e atleta), não 

sendo significativa para comparações com o grupo intermediário, 

possivelmente por uma limitação de casuística. 

Um dado que nos parece relevante é o de que mesmo estudos realizados 

em telômeros de músculos em idosos mostram que o VO2max está 

positivamente associado com o comprimento do telômero sugerindo que 

treinamento prolongado de resistência pode prover efeito protetivo no 

comprimento do telômero de células musculares (Collins et al., 2003; Kadi et 

al., 2008; Østhus et al., 2012). Este dado nos indica que, em concordância 

com Ahmad et al. (2012), os dados vindos de exames com células de sangue 

periférico, como o nosso, de mais fácil e segura aquisição são aplicáveis às 

células musculares e, portanto nas pesquisas sobre envelhecimento 

musculoesquelético. Este dado vem confirmar achado descrito na literatura 

recente sobre os benefícios da atividade física na medida dos telômeros, 

possivelmente o melhor mais sofisticado marcador de saúde celular e de 

qualidade de envelhecimento, também no aparelho osteomuscular. 
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7 CONCLUSÕES 

 

 

1. A medida da atividade física obtida por questionário IPAQ mostrou-se 

comparável a medida por VO2MAX, sendo, pois uma alternativa em 

estudos e condutas; 

2. Comprovou-se diferença estatística entre a medida do telômeros em 

linfócitos e CD8CD28- bem como na cognição e a atividade física; 

3. A programação da atividade física é intervenção em potencial de 

prevenção, melhora ou reversão de limitações funcionais em idosos 

particularmente nos idosos. 
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8 ANEXOS 

 

ANEXO 1 – Atividades Básicas de Vida Diária 

 

• Tomar banho 

• Vestir-se 

• Fazer o toalete 

• Transferência de local 

• Continência dos esfíncteres 

• Alimentar-se sozinho 

 

Fonte: Katz et al., 1963 
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ANEXO 2 – Atividades Instrumentais de Vida Diária 

 

• Usar o telefone 

• Deslocar-se (táxi, ônibus, automóvel) 

• Fazer compras 

• Preparar refeições 

• Fazer os trabalhos de casa 

• Administrar as próprias medicações 

• Gerenciar o dinheiro 

 

Fonte: Fillenbaum et al., 1985 
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ANEXO 3 – Escala de Depressão Geriátrica de Yesavage – versão reduzida 
(GDS-15). 
 

1. Você está satisfeito com a sua vida? (não) 

2. Você deixou de lado muitos de suas atividades e interesses? (sim) 

3. Você sente que sua vida está vazia? (sim) 

4. Você sente-se aborrecido com frequência? (sim) 

5. Está você de bom humor na maioria das vezes? (não) 

6. Você teme que algo de ruim lhe aconteça? (sim) 

7. Você se sente feliz na maioria das vezes? (não) 

8. Você se sente frequentemente desamparado? (sim) 

9. Você prefere permanecer em casa do que sair e fazer coisas novas? (sim) 

10.  Você sente que tem mais problemas de memória que antes? (sim) 

11.  Você pensa que é maravilhoso estar vivo? (não) 

12.  Você se sente inútil? (sim) 

13.  Você se sente cheio de energia? (não) 

14.  Você sente que sua situação é sem esperança? (sim) 

15.  Você pensa de que a maioria das pessoas estão melhores do que você? 

(sim) 

0= quando resposta for diferente do exemplo do parênteses/ 1= quando 

resposta for igual ao exemplo do parênteses/ Contagem máxima de GDS = 

15/ Total > 5 = suspeita de depressão. 

 
Fonte: Fountoulakis et al., 1999; Almeida & Almeida, 1999 
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ANEXO 4 – Mini-exame do estado mental 

 

 

Fonte: Brucki et al., 2003 
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ANEXO 5 – Questionário Internacional de Atividade Fìsica – Versão Curta 

 

 

Fonte: Craig et al., 2003.  
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ANEXO 6 - Técnica de Medida dos Telômeros 

 

Foram coletados cerca de 50 ml de sangue periférico de cada indivíduo 

participante do estudo, em tubo estéril contendo heparina como anticoagulante. 

As amostras foram processadas para obtenção de células mononucleares do 

sangue periférico (PBMC – peripheralblood mononuclear cells) através do 

método de gradiente de densidade utilizando Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare 

Life Sciences, Little Chalfont, United Kingdom). Para tanto, as amostras foram 

diluídas com solução salina isotônica (0,9% NaCl) em proporção 1:1, e o 

sangue total diluído foi cuidadosamente vertido pelas paredes do tubo sobre o 

Ficoll-Paque (cerca de 10mL), sem homogeneização do tubo. O tubo foi 

centrifugado a 500 x g durante 20 minutos a 19ºC, com a utilização do freio – 

brake3 (BeckmanModel J-6B centrifuge, USA). O anel de células 

mononucleares foi recolhido e as células foram lavadas em solução salina por 

duas vezes, removendo-se o sobrenadante após centrifugação em velocidade 

de 100 x g por 10 minutos à temperatura ambiente. As células foram então 

resuspensas com 1 ml de meio de cultura RPMI 1640 enriquecido com 10% de 

soro AB humano (Sigma, Steinheim, Alemanha). A contagem das células foi 

realizada com a utilização de um contador hematológico automático 

(AbbottCellDyn 1400 USA). A viabilidade celular foi realizada pela adição de 

Azul de Trypan, considerando a viabilidade celular mínima acima de 90%. 

Cultura de PBMC para avaliação de linfócitos e secreção de citocinas 

A suspensão de células monucleares do sangue periférico (PBMC) obtida 

através de gradiente de Ficol-Hypaque de sangue periférico heparinizado foi 

cultivada em placas de 96 alvéolos (Costar, USA) em volume de 0,1ml, 

contendo 2,5x105 de células, em meio RPMI 1640, enriquecido a 10% de soro 

AB humano (Sigma, Steinheim, Alemanha), e suplementado de gentamicina 

(10 mg/mL, Novafarma, SP, BR). Estas foram mantidas em estufa a 37ºC, em 

atmosfera de 5% CO2 por períodos de 6-7 dias. Estímulos de 

Fitohemaglutinina (PHA, 2,5 mg/mL; Gibco BRL, NY, USA), Candidaalbicans 

(CMA, 10ug/mL; Pharmacia) e/ou Citomegalovírus (CMV, doado pelo 

laboratório de virologia do Instituto de Medicina Tropical da FMUSP - IMT) 
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foram adicionados aos alvéolos em volumes de 0,1 ml/alvéolo. Dezoito horas 

antes do término do cultivo, as culturas foram pulsadas com timidinatritiada 

(AmershamInternational, UK, 1uCi/alvéolo) e as culturas aspiradas com auxílio 

de coletor de células automático (Mach II, Tomtek) em membranas de 

nitrocelulose (FlowLaboratories). A radioatividade incorporada foi medida em 

contador Betaplate 1205 (Wallac) e o resultado apresentado em média 

aritmética de triplicatas de alvéolos estimulados menos média aritmética de 

alvéolos não estimulados, por expressar de forma mais consistente e 

discriminativa os resultados. 

Dosagem de citocinas IL-10, IL-2, TNF-alfa e IFN-gama 

Para a dosagem de IL-2, IL-10, TNF-alfa e IFN-gama em sobrenadantes 

de cultura, PBMC’s foram cultivadas da mesma forma descrita acima, na 

presença dos estímulos especificados e meio de cultura somente (controle), em 

volume final de 1,0 ml em placas de 24 alvéolos. Os sobrenadantes e células 

foram coletados com 24 horas para dosagem de IL-2 e TNF-alfa e 120 horas 

de cultivo para as citocinas IL-10 e INF-gama. Os sobrenadantes foram 

centrifugados para eliminar debris celulares, aliquotados e conservados a -

70ºC até dosagem das citocinas. Para estas dosagens foram utilizados kits de 

ELISA comercialmente adquiridos, da marca R&D. Foram utilizados os 

procedimentos recomendados pelo fornecedor.  

Separação Celular  

Purificação de linfócitos TCD4+  

A partir das PBMC’s purificamos os linfócitos TCD4+ por meio de seleção 

magnética negativa de células expressando a molécula CD4 (CD4+ T 

CellIsolation Kit II human, MiltenyiBiotec, Alemanha) de acordo com a instrução 

do fabricante. Resumidamente as células mononucleares foram marcadas 

indiretamente utilizando-se o coquetel Biotin na concentração de 10µl para 

cada 107 células (composto por anticorpos monoclonais anti-CD8, CD14, 

CD16, CD19, CD36, CD56, CD123, TCR γ/δ e Glycophorin A), incubadas por 

10 minutos a 4-8°C e posteriormente marcadas com o Anti-Biotin na 

concentração de 20µl para cada 107 células (composto por anti-anticorpos 

monoclonais conjugados com microesferas magnéticas). Após lavagem em 

centrifugação de 300 x g por 10 minutos com solução tampão (PBS + 0,5% 
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BSA + 2Mm EDTA), as células foram acondicionadas em coluna magnética 

(LD, MiltenyeBiotec, Alemanha), ocorrendo a depleção das células 

magneticamente marcadas. A pureza destas células foi avaliada empregando-

se citometria de fluxo com três cores (CD3/CD4/CD8; Serotec, Oxford, United 

Kingdom), considerando o grau mínimo de pureza acima de 90%. 

Purificação de linfócitos TCD4+ de memória (CD45RO+) e obtenção 

de linfócitos TCD4+ naive (CD45RO-) 

O produto da primeira purificação (células TCD4+) foi submetido a uma 

segunda purificação, para obtenção das células de memória (CD45RO+). Para 

isto, utilizamos a seleção magnética positiva de células TCD4+ expressando 

CD45RO+ (marcador de células de memória). Neste procedimento, as células 

CD45RO+ foram magneticamente marcadas com microesferas de CD45 RO na 

concentração de 20µl para cada 107 células (CD45RO Microbeadshuman, 

MiltenyiBiotec, Alemanha). Após a incubação de 15 minutos a 4-8°C e lavagem 

(centrifugação de 300 x g por 10 minutos com solução tampão contendo PBS + 

0,5% BSA + 2Mm EDTA), as células foram acondicionadas em coluna 

magnética (MS, MiltenyeBiotec, Alemanha). Após a passagem da solução 

contendo as células, a coluna foi retirada do campo magnético e as células de 

interesse foram recolhidas. As células filtradas pela coluna magnética (LTCD4+ 

CD45RO-), naive, também foram recolhidas. 

Os linfócitos TCD4+ de memória purificados foram marcados com os 

anticorpos de superfície anti-CD45RO-PeCy5 (BD Biosciences, USA) para 

análise da pureza, a qual foi realizada em citômetro de fluxo (Epics XL - 

Coulter), com compensação a partir de células marcadas apenas com controle 

isotípico.  

Purificação de linfócitos LTCD8+ 

A partir das PBMC’s purificamos os linfócitos TCD8+ por meio de seleção 

magnética negativa de células expressando a molécula CD8 (CD8+ T 

CellIsolation Kit human, MiltenyiBiotec, Alemanha) de acordo com a instrução 

do fabricante. Resumidamente as células mononucleares foram marcadas 

indiretamente utilizando-se o coquetel Biotin na concentração de 10µl para 

cada 107 células (composto por anticorpos monoclonais anti-CD4, CD15, 

CD16, CD19, CD34, CD36, CD56, CD123, TCR γ/δ e Glycophorin A), 
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incubadas por 10 minutos a 2-8°C e posteriormente marcadas com o Anti-Biotin 

na concentração de 20µl para cada 107 células (composto por anti-anticorpos 

monoclonais conjugados com microesferas magnéticas). Após lavagem em 

centrifugação de 300 x g por 10 minutos com solução tampão (PBS + 0,5% 

BSA + 2Mm EDTA), as células foram acondicionadas em coluna magnética 

(LD, MiltenyeBiotec, Alemanha), ocorrendo a depleção das células 

magneticamente marcadas. A pureza destas células foi avaliada empregando-

se citometria de fluxo com três cores (CD3/CD4/CD8; Serotec, Oxford, United 

Kingdom), considerando o grau mínimo de pureza acima de 90%. 

Obtenção de linfócitos T CD8+CD28+ e T CD8+CD28- 

O produto da primeira purificação (células T CD8+) foi submetido a uma 

segunda purificação, para obtenção das células T CD8+ que expressam 

CD28+, através de uma seleção. Neste procedimento, as células CD28+ foram 

marcadas com CD28 PE na concentração de 10µl para cada 107 células.  

Posteriormente, as células foram marcadas com microesferas anti-PE na 

concentração de 20µl para cada 107 células (CD28 Microbead Kit human, 

MiltenyiBiotec, Alemanha). Após a incubação de 15 minutos a 4-8°C e lavagem 

(centrifugação de 300 x g por 10 minutos com solução tampão contendo PBS + 

0,5% BSA + 2Mm EDTA), as células foram acondicionadas em coluna 

magnética (MS, MiltenyeBiotec, Alemanha). Após a passagem da solução 

contendo as células, a coluna foi retirada do campo magnético e as células de 

interesse (L TCD8+ CD28+) foram recolhidas. As células filtradas pela coluna 

magnética (LTCD8+ CD28-), também foram recolhidas. 

Os linfócitos TCD8+ CD28 purificados foram marcados com os anticorpos 

de superfície anti-CD28-PECy5 (BD Biosciences, USA) para análise da pureza, 

a qual foi realizada em citômetro de fluxo (Epics XL - Coulter), com 

compensação a partir de células marcadas apenas com controle isotípico. 

Hibridização in situ Fluorescente com análise por citometria de fluxo 

(Flow-FISH) 

A metodologia de FISH para a determinação do comprimento dos 

telômero de células foi previamente descrita e empregada por Ruferet al., em 

1998. A hibridização in situ por fluorescência (FISH) foi realizada com o 

emprego do Telomere PNA Kit/FITC (DAKO, CO, Reino Unido) de acordo com 
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a instrução do fabricante. Resumidamente os linfócitos obtidos, conforme item 

4.4, foram centrifugados e o sobrenadante foi desprezado, as células 

resuspensas em uma solução de hibridização contendo 70% de formamida 

deionizada, 20 mM TRIS, pH 7, 1% de BSA e a probe (sonda) específica para o 

telômero FITC-PNA (C3TA2)3  na concentração de 0,3 mg/ml ou o equivalente 

em água deionizada como controle negativo. O volume da solução de 

hibridização foi de 100 ml/ 105 células. As amostras foram aquecidas a 80ºC 

por 10 minutos para desnaturação, seguida de hibridização a temperatura 

ambiente por 2 horas ao abrigo da luz. Após este período, as células foram 

lavadas duas vezes com 1 ml de solução tampão contendo 70% de formamida 

deionizada, 10 mM TRIS, 0,1% de BSA e 0,1% de Tween-20 (3000 rpm, 7 min 

16ºC) e uma vez com PBS 0,1% de BSA e 0,1% de Tween-20(2000 rpm, 

5min). Após a lavagem as células foram resuspendidas em 300 ml de PBS 

0,1% de BSA contendo 10mg/ml de RNAse A e incubadas overnight a 4ºC.  As 

análises foram realizadas em citômetro de fluxo (Epics XL - Coulter). A 

determinação do comprimento dos telerômeros foi realizada de acordo com 

Batliwallaet al., 2000, e Ruffer et al., 1998. 

Aquisição e análise dos dados 

A aquisição dos dados foi feita em citômetro de fluxo (Epics XL - Coulter), 

após a hibridização in situ por fluorescência, de acordo com as instruções do 

fabricante (Telomere PNA Kit/FITC). Para tal, utilizamos FL1, em escala 

logarítmica, para a probe fluorescente do telômero e FL3, em escala linear, 

para a marcação do DNA. Os valores de MFI foram utilizados para medir o 

comprimento do telômero. A análise dos dados foi realizada através dos 

Softwares Summit versão 4.0 (Dako, Glostrup, Denmark) e Prism versão 5.0 

(GraphPad Software inc., CA, EUA). 

A medida dos telômeros foi expressa em pares de bases (bp)  = par de 

bases (inglês base pair). Um bp corresponde a aproximadamente 3.4 Å o de 

comprimento ao longo da cadeia. 

Padronização da Técnica de Flow-FISH 

Em estudo anterior, realizamos a padronização da técnica de Flow-FISH 

utilizando a subpopulação linfocitária TCD4+ CD45RO+ em 13 indivíduos 

saudáveis de diferentes faixas etárias (18 a 85 anos).  
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A padronização da técnica empregou o Telomere PNA Kit/FITC em 

linfócitos T CD4+CD45RO+ (memória). O primeiro ensaio foi realizado com 

dois indivíduos sadios, do sexo masculino, sendo um jovem na faixa etária de 

24 anos e outro com 66 anos de idade, com objetivo de elucidar o processo 

natural de senescência celular, evidenciado pela redução do comprimento do 

telômero, com o avanço da idade. Os valores de MFI foram utilizados para 

medir o comprimento do telômero dos indivíduos 

riférico de cada indivíduo participante do estudo, em tubo estéril contendo 

heparina como anticoagulante. As amostras foram processadas para obtenção 

de células mononucleares do sangue periférico (PBMC – peripheralblood 

mononuclear cells) através do método de gradiente de densidade utilizando 

Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare Life Sciences, Little Chalfont, United 

Kingdom). Para tanto, as amostras foram diluídas com solução salina isotônica 

(0,9% NaCl) em proporção 1:1, e o sangue total diluído foi cuidadosamente 

vertido pelas paredes do tubo sobre o Ficoll-Paque (cerca de 10mL), sem 

homogeneização do tubo. O tubo foi centrifugado a 500 x g durante 20 minutos 

a 19ºC, com a utilização do freio – brake3 (BeckmanModel J-6B centrifuge, 

USA). O anel de células mononucleares foi recolhido e as células foram 

lavadas em solução salina por duas vezes, removendo-se o sobrenadante após 

centrifugação em velocidade de 100 x g por 10 minutos à temperatura 

ambiente. As células foram então resuspensas com 1 ml de meio de cultura 

RPMI 1640 enriquecido com 10% de soro AB humano (Sigma, Steinheim, 

Alemanha). A contagem das células foi realizada com a utilização de um 

contador hematológico automático (AbbottCellDyn 1400 USA). A viabilidade 

celular foi realizada pela adição de Azul de Trypan, considerando a viabilidade 

celular mínima acima de 90%. 

Cultura de PBMC para avaliação de linfócitos e secreção de citocinas 

A suspensão de células monucleares do sangue periférico (PBMC) obtida 

através de gradiente de Ficol-Hypaque de sangue periférico heparinizado foi 

cultivada em placas de 96 alvéolos (Costar, USA) em volume de 0,1ml, 

contendo 2,5x105 de células, em meio RPMI 1640, enriquecido a 10% de soro 

AB humano (Sigma, Steinheim, Alemanha), e suplementado de gentamicina 

(10 μg/mL, Novafarma, SP, BR). Estas foram mantidas em estufa a 37ºC, em 
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atmosfera de 5% CO2 por períodos de 6-7 dias. Estímulos de 

Fitohemaglutinina (PHA, 2,5 μg/mL; Gibco BRL, NY, USA), Candidaalbicans 

(CMA, 10ug/mL; Pharmacia) e/ou Citomegalovírus (CMV, doado pelo 

laboratório de virologia do Instituto de Medicina Tropical da FMUSP - IMT) 

foram adicionados aos alvéolos em volumes de 0,1 ml/alvéolo. Dezoito horas 

antes do término do cultivo, as culturas foram pulsadas com timidinatritiada 

(AmershamInternational, UK, 1uCi/alvéolo) e as culturas aspiradas com auxílio 

de coletor de células automático (Mach II, Tomtek) em membranas de 

nitrocelulose (FlowLaboratories). A radioatividade incorporada foi medida em 

contador Betaplate 1205 (Wallac) e o resultado apresentado em média 

aritmética de triplicatas de alvéolos estimulados menos média aritmética de 

alvéolos não estimulados, por expressar de forma mais consistente e 

discriminativa os resultados. 

Dosagem de citocinas IL-10, IL-2, TNF-alfa e IFN-gama 

Para a dosagem de IL-2, IL-10, TNF-alfa e IFN-gama em sobrenadantes 

de cultura, PBMC’s foram cultivadas da mesma forma descrita acima, na 

presença dos estímulos especificados e meio de cultura somente (controle), em 

volume final de 1,0 ml em placas de 24 alvéolos. Os sobrenadantes e células 

foram coletados com 24 horas para dosagem de IL-2 e TNF-alfa e 120 horas 

de cultivo para as citocinas IL-10 e INF-gama. Os sobrenadantes foram 

centrifugados para eliminar debris celulares, aliquotados e conservados a -

70ºC até dosagem das citocinas. Para estas dosagens foram utilizados kits de 

ELISA comercialmente adquiridos, da marca R&D. Foram utilizados os 

procedimentos recomendados pelo fornecedor.  

Separação Celular  

Purificação de linfócitos TCD4+  

A partir das PBMC’s purificamos os linfócitos TCD4+ por meio de seleção 

magnética negativa de células expressando a molécula CD4 (CD4+ T 

CellIsolation Kit II human, MiltenyiBiotec, Alemanha) de acordo com a instrução 

do fabricante. Resumidamente as células mononucleares foram marcadas 

indiretamente utilizando-se o coquetel Biotin na concentração de 10µl para 

cada 107 células (composto por anticorpos monoclonais anti-CD8, CD14, 

CD16, CD19, CD36, CD56, CD123, TCR γ/δ e Glycophorin A), incubadas por 



38 
 

 

10 minutos a 4-8°C e posteriormente marcadas com o Anti-Biotin na 

concentração de 20µl para cada 107 células (composto por anti-anticorpos 

monoclonais conjugados com microesferas magnéticas). Após lavagem em 

centrifugação de 300 x g por 10 minutos com solução tampão (PBS + 0,5% 

BSA + 2Mm EDTA), as células foram acondicionadas em coluna magnética 

(LD, MiltenyeBiotec, Alemanha), ocorrendo a depleção das células 

magneticamente marcadas. A pureza destas células foi avaliada empregando-

se citometria de fluxo com três cores (CD3/CD4/CD8; Serotec, Oxford, United 

Kingdom), considerando o grau mínimo de pureza acima de 90%. 

Purificação de linfócitos TCD4+ de memória (CD45RO+) e obtenção 

de linfócitos TCD4+ naive (CD45RO-) 

O produto da primeira purificação (células TCD4+) foi submetido a uma 

segunda purificação, para obtenção das células de memória (CD45RO+). Para 

isto, utilizamos a seleção magnética positiva de células TCD4+ expressando 

CD45RO+ (marcador de células de memória). Neste procedimento, as células 

CD45RO+ foram magneticamente marcadas com microesferas de CD45 RO na 

concentração de 20µl para cada 107 células (CD45RO Microbeadshuman, 

MiltenyiBiotec, Alemanha). Após a incubação de 15 minutos a 4-8°C e lavagem 

(centrifugação de 300 x g por 10 minutos com solução tampão contendo PBS + 

0,5% BSA + 2Mm EDTA), as células foram acondicionadas em coluna 

magnética (MS, MiltenyeBiotec, Alemanha). Após a passagem da solução 

contendo as células, a coluna foi retirada do campo magnético e as células de 

interesse foram recolhidas. As células filtradas pela coluna magnética (LTCD4+ 

CD45RO-), naive, também foram recolhidas. 

Os linfócitos TCD4+ de memória purificados foram marcados com os 

anticorpos de superfície anti-CD45RO-PeCy5 (BD Biosciences, USA) para 

análise da pureza, a qual foi realizada em citômetro de fluxo (Epics XL - 

Coulter), com compensação a partir de células marcadas apenas com controle 

isotípico.  

Purificação de linfócitos LTCD8+ 

A partir das PBMC’s purificamos os linfócitos TCD8+ por meio de seleção 

magnética negativa de células expressando a molécula CD8 (CD8+ T 

CellIsolation Kit human, MiltenyiBiotec, Alemanha) de acordo com a instrução 
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do fabricante. Resumidamente as células mononucleares foram marcadas 

indiretamente utilizando-se o coquetel Biotin na concentração de 10µl para 

cada 107 células (composto por anticorpos monoclonais anti-CD4, CD15, 

CD16, CD19, CD34, CD36, CD56, CD123, TCR γ/δ e Glycophorin A), 

incubadas por 10 minutos a 2-8°C e posteriormente marcadas com o Anti-Biotin 

na concentração de 20µl para cada 107 células (composto por anti-anticorpos 

monoclonais conjugados com microesferas magnéticas). Após lavagem em 

centrifugação de 300 x g por 10 minutos com solução tampão (PBS + 0,5% 

BSA + 2Mm EDTA), as células foram acondicionadas em coluna magnética 

(LD, MiltenyeBiotec, Alemanha), ocorrendo a depleção das células 

magneticamente marcadas. A pureza destas células foi avaliada empregando-

se citometria de fluxo com três cores (CD3/CD4/CD8; Serotec, Oxford, United 

Kingdom), considerando o grau mínimo de pureza acima de 90%. 

Obtenção de linfócitos T CD8+CD28+ e T CD8+CD28- 

O produto da primeira purificação (células T CD8+) foi submetido a uma 

segunda purificação, para obtenção das células T CD8+ que expressam 

CD28+, através de uma seleção. Neste procedimento, as células CD28+ foram 

marcadas com CD28 PE na concentração de 10µl para cada 107 células.  

Posteriormente, as células foram marcadas com microesferas anti-PE na 

concentração de 20µl para cada 107 células (CD28 Microbead Kit human, 

MiltenyiBiotec, Alemanha). Após a incubação de 15 minutos a 4-8°C e lavagem 

(centrifugação de 300 x g por 10 minutos com solução tampão contendo PBS + 

0,5% BSA + 2Mm EDTA), as células foram acondicionadas em coluna 

magnética (MS, MiltenyeBiotec, Alemanha). Após a passagem da solução 

contendo as células, a coluna foi retirada do campo magnético e as células de 

interesse (L TCD8+ CD28+) foram recolhidas. As células filtradas pela coluna 

magnética (LTCD8+ CD28-), também foram recolhidas. 

Os linfócitos TCD8+ CD28 purificados foram marcados com os anticorpos 

de superfície anti-CD28-PECy5 (BD Biosciences, USA) para análise da pureza, 

a qual foi realizada em citômetro de fluxo (Epics XL - Coulter), com 

compensação a partir de células marcadas apenas com controle isotípico. 
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Hibridização in situ Fluorescente com análise por citometria de fluxo 

(Flow-FISH) 

A metodologia de FISH para a determinação do comprimento dos 

telômero de células foi previamente descrita e empregada por Ruferet al., em 

1998. A hibridização in situ por fluorescência (FISH) foi realizada com o 

emprego do Telomere PNA Kit/FITC (DAKO, CO, Reino Unido) de acordo com 

a instrução do fabricante. Resumidamente os linfócitos obtidos, conforme item 

4.4, foram centrifugados e o sobrenadante foi desprezado, as células 

resuspensas em uma solução de hibridização contendo 70% de formamida 

deionizada, 20 mM TRIS, pH 7, 1% de BSA e a probe (sonda) específica para o 

telômero FITC-PNA (C3TA2)3  na concentração de 0,3 μg/ml ou o equivalente 

em água deionizada como controle negativo. O volume da solução de 

hibridização foi de 100 μl/ 105 células. As amostras foram aquecidas a 80ºC 

por 10 minutos para desnaturação, seguida de hibridização a temperatura 

ambiente por 2 horas ao abrigo da luz. Após este período, as células foram 

lavadas duas vezes com 1 ml de solução tampão contendo 70% de formamida 

deionizada, 10 mM TRIS, 0,1% de BSA e 0,1% de Tween-20 (3000 rpm, 7 min 

16ºC) e uma vez com PBS 0,1% de BSA e 0,1% de Tween-20(2000 rpm, 

5min). Após a lavagem as células foram resuspendidas em 300 μl de PBS 

0,1% de BSA contendo 10μg/ml de RNAse A e incubadas overnight a 4ºC.  As 

análises foram realizadas em citômetro de fluxo (Epics XL - Coulter). A 

determinação do comprimento dos telerômeros foi realizada de acordo com 

Batliwalla et al., 2000, e Ruffer et al., 1998. 

Aquisição e análise dos dados 

A aquisição dos dados foi feita em citômetro de fluxo (Epics XL - Coulter), 

após a hibridização in situ por fluorescência, de acordo com as instruções do 

fabricante (Telomere PNA Kit/FITC). Para tal, utilizamos FL1, em escala 

logarítmica, para a probe fluorescente do telômero e FL3, em escala linear, 

para a marcação do DNA. Os valores de MFI foram utilizados para medir o 

comprimento do telômero. A análise dos dados foi realizada através dos 

Softwares Summit versão 4.0 (Dako, Glostrup, Denmark) e Prism versão 5.0 

(GraphPad Software inc., CA, EUA). 
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A medida dos telômeros foi expressa em pares de bases (bp)  = par de 

bases (inglês base pair). Um bp corresponde a aproximadamente 3.4 Å o de 

comprimento ao longo da cadeia. 

Padronização da Técnica de Flow-FISH 

Em estudo anterior, realizamos a padronização da técnica de Flow-FISH 

utilizando a subpopulação linfocitária TCD4+ CD45RO+ em 13 indivíduos 

saudáveis de diferentes faixas etárias (18 a 85 anos).  

A padronização da técnica empregou o Telomere PNA Kit/FITC em 

linfócitos T CD4+CD45RO+ (memória). O primeiro ensaio foi realizado com 

dois indivíduos sadios, do sexo masculino, sendo um jovem na faixa etária de 

24 anos e outro com 66 anos de idade, com objetivo de elucidar o processo 

natural de senescência celular, evidenciado pela redução do comprimento do 

telômero, com o avanço da idade. Os valores de MFI foram utilizados para 

medir o comprimento do telômero dos indivíduos.  
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