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RESUMO

Matias MST. Efeito da atividade fisica regular de alto desempenho aerdbico na
resposta imune e no encurtamento do teldmero em linfocitos T de idosos
[dissertac&o]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo;
2015.

INTRODUCAO: O aumento na expectativa de vida da populagéo justifica o
interesse em compreender melhor o processo de envelhecimento. Uma
projecéo recente do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica prevé que a
populacdo de idosos vai triplicar até 2050. Esse aumento trara para o sistema
de saude do Brasil um desafio. O aumento do numero de doencas, 0O
comprometimento imunolégico, a diminuicdo da resposta as vacinas sao
evidenciados na populacdo idosa. A associacdo entre encurtamento do
teldbmero e senescéncia celular tem sido estabelecida laboratorialmente. Neste
estudo avaliamos comparativamente trés grupos de individuos idosos quanto a
atividade fisica na categoria de alto desempenho, moderado desempenho e
sedentario. Comparamos o comprimento do teldmeros em linfécitos T entre os
grupos citados. Avaliamos a cogni¢do, a qualidade de vida e incidéncia de
depressdo dos idosos dos grupos citados. METODOS: Os pacientes foram
selecionados no ambulatério do Instituto de Ortopedia e Traumatologia da
Universidade de S&o Paulo. Avaliamos as caracteristicas clinicas, funcionais,
qualidade de vida, depressao, cogni¢cdo, miniavaliacdo nutricional, imunidade e
medida do teldmeros em linfocitos T. RESULTADOS: Foi detectada correlacao
estatistica significante entre a medida do telémeros em linfécitos e CD8CD28-
e a atividade fisica. Foi, também, detectada diferenca na mini avaliacdo mental
e consumo de 02. CONCLUSOES: Comprovou-se diferenca estatistica entre a
medida do teldmeros em linfécitos e CD8CD28- bem como na cognicdo e a

atividade fisica.

Descritores: Teldmero; Envelhecimento/imunologia; Atividade fisica; ldoso;

Linfocitos T; Qualidade de vida; Cognicéo.



SUMMARY

Matias MST. Effect of high-performance regular physical activity and immune
response telomero shortning in T lymthocyte in elderly [dissertation]. S&o Paulo:

“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao 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 S&o 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.



1 INTRODUCAO

O envelhecimento populacional aumentou de forma significativa nas
Gltimas décadas. Uma projecdo recente do IBGE (Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica, 2010) prevé que a populacdo de idosos vai triplicar
até 2050, passando dos atuais 10,8% para 29,7% da populacao total do pais,
correspondendo a quase 65 milhGes. A expectativa de vida ao nascer
aumentou na ultima 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 trard um desafio cada vez maior para o SUS (Sistema Unico de Saude),
pois 0s idosos apresentam um numero maior de doencas crdnicas e que
contribuem para perda da funcionalidade, declinio na qualidade de vida. A
consequéncia € o aumento da demanda dos servigos publicos de salude com
maior nimero de internacfes hospitalares e uso de instituicbes de longa
permanéncia (Hazzard et al., 2003; Freitas e Py, 2006). O crescimento
desproporcional da populacdo de idosos ocasionard aumento significativo na
prevaléncia das deméncias (déficit cognitivo), sindrome de fragilidade e fraturas
de colo de fémur, afec¢cdes muito frequentes nos paises desenvolvidos. Assim,
a busca de acdes preventivas e terapéuticas, de baixo custo e eficacia
comprovada, faz-se necessaria no combate a esses riscos de alta prevaléncia
e que comprometem a qualidade de vida, parametro priorizado no atendimento
em geriatria.

O envelhecimento, segundo Comfort (1979) é caracterizado pela

incapacidade de manutengdo da homeostasia em condicdo de sobrecarga



funcional. O envelhecimento pode ser visto como um processo dinamico e
progressivo em que ha modificacbes morfolégicas, funcionais, psicoldgicas e
bioquimicas que determinam a perda da capacidade de adaptacéo do individuo
ao meio ambiente e a perda da reserva funcional, com maior incidéncia de
processos patoldgicos que terminam por leva-lo a morte.

As alteracbes que ocorrem no sistema imunolégico com o avanco da
idade comprometem sua competéncia e sédo definidas pela imunosenescéncia.
Neste processo, a resposta inata adaptativa é afetada, com alteracbes que
incluem, em geral, a diminuicdo da fagocitose, alteracdo da migracéo celular,
mudancas nas populacdes celulares e a diminuicdo da habilidade em produzir
anticorpos especificos (Weiskopf et al., 2009; Agarwal e Busse, 2010),
guando falamos em resposta imune celular, destacamos a atividade de
macrofago via fagocitose.

As mudancgas relacionadas ao sistema imune adaptativo que envolve 0s
linfécitos T incluem a diminuicdo do numero de células T naive e assim a
diminuicdo da eficacia de resposta as imunizacdes e infec¢des, e aumento do
ndamero de células de memdria (caracterizadas pelo fendtipo CD45R0). Os
linfécitos T naive correspondem ao grupo de células B ou células T maduras
provindas de 6rgdos linfoides que nunca encontraram um antigeno diferente. A
expectativa de vida destas células é de 1 a 3 meses, caso ndo encontrem
nenhum antigeno (Abbas et al., 2008). Estudos demonstraram que 0S
linfécitos T naives de individuos idosos apresentam alteragdes funcionais,
incluindo encurtamento do telémero em linfécitos T, restricdo no repertorio dos
receptores nas células T (TCRs), diminuicdo da producdo da Interleucina | e

interleucina Il, diferenciacdo e expansao em células efetoras comprometidas



guando comparadas com linfocitos naive de individuos jovens. A fase efetora
da imunidade mediada por células é realizada pelos linfocitos T e os anticorpos
ndo desempenham papel na erradicacdo dos patdgenos que vivem fora das
células do hospedeiro. As fases da imunidade mediada por células consistem
na ativacao de células T virgens que proliferam e diferenciam-se em células
efetoras e na eliminacdo dos microorganismos associados as ceélulas pela acéo
destas células efetoras (Abbas et al., 2008).

Alteracfes fenotipicas ocorrem também no compartimento de células T
efetoras, tais como a perda da expressdo CD28, que interage com CD80 e/ ou
CD86 na superficie das células apresentadoras de antigenos - APCs. Uma
importante molécula co-estimulatoria que fornece o segundo sinal essencial
para a iniciacdo de uma resposta imune € o CD 28. O acumulo de linfocitos T,
em particular os CD8+, que perdem a expressdo de CD28 durante o
envelhecimento, correlaciona-se com varios desfechos clinicos, incluindo a
diminuicdo do controle sobre a infec¢cdo. A capacidade de produzir citocinas
pré-inflamatérias, 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 diminuicdo do
comprimento dos telémeros em linfécitos T (Pfister et al., 2006).

Telbmeros, 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 funcdo protetora dos terminais dos cromossomos, sendo capazes de
impedir eventos danosos para 0s mesmos e considerados importantes na

manutencao da integridade do genoma (Griffiths et al., 2011). A associacdo



entre encurtamento do teldmero em linfocitos T e senescéncia celular tem sido
estabelecida laboratorialmente. Em fibroblastos diploides, linfécitos T e células
hematopoiéticas, a média do comprimento do teléomero em linfécitos T reduz a
cada divisdo celular in vitro. Por esta razdo, estudos baseados na literatura
revelam que a transfeccdo do gene da transcriptase reversa da telomerase em
varias células somaticas pode resultar num alongamento do comprimento dos
telomeros e extensdo 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 pratica do
exercicio fisico possui efeito benéfico na prevencao da senescéncia celular em
leucdcitos circulantes e na parede vascular. Neste trabalho foram investigados
os efeitos do exercicio fisico nos telomero dos linfocitos T do endotélio dos
vasos e na apoptose endotelial em camundongos, bem como os efeitos do
treinamento de resisténcia a longo prazo sobre a biologia dos teldmeros em
linfocitos T dos seres humanos. Os resultados demonstraram aumento da
atividade da telomerase aortica, (telomerase encontrada nas células endoleliais
da aorta) estabilizacdo dos telébmeros em linfécitos T dos camundongos,
reducdo da apoptose endotelial e ativagcdo da telomerase em células
mononucleares e células isoladas da medula 6ssea (evidenciada pelo aumento
da regulagéo da proteina TRF2 e expressdo de RNAm). Quando avaliado os
efeitos da atividade fisica nos teldomeros em linfocitos T de humanos, atletas
profissionais jovens e atletas de meia idade foram comparados com seus
respectivos controles sedentarios de idades similares. O comprimento do
telomero em linfécitos T (realizado pelos métodos de Flow-FISH e PCR)

mostrou-se reduzido nos leucécitos dos controles de meia idade e esta erosao



estava diminuida em atletas de meia idade (Werner et al., 2009). Estes dados
sugerem que os efeitos benéficos do exercicio fisico sobre as proteinas dos
teldbmeros em linfocitos T e os fatores associados a senescéncia ocorrem nos
leucocitos de atletas jovens. Nos atletas de meia idade com histérico de
exercicio de longo prazo e continuo foi encontrada um aumento da atividade da
telomerase, além da conservacdo do comprimento dos telébmeros em linfocitos
T. De acordo com Werner, esses achados podem melhorar a compreenséo
molecular dos efeitos benéficos da atividade fisica vascular, além de implicar
num efeito "antienvelhecimento” do exercicio fisico.

Estudo realizado por @sthus et al. (2012), pode concluir que 0 VO2MAX
esta associado positivamente com o comprimento do teldmero em linfocitos T e
ainda informa que a atividade fisica de alto desempenho em longo prazo pode
proteger o comprimento do teldmero em linfécitos T em musculatura de
pessoas idosas.

Tais observacdes sugerem que o comprimento do telémero em linfcitos
T possa ser utilizado como um indicador de divisdes celulares in vivo, sendo
este um fator importante no controle do tempo de vida celular, apesar de ainda
permanecerem questdes abertas a respeito da participacdo dos fatores que
influenciam na atividade da telomerase, o que pode influenciar no comprimento
do teldbmero em linfécitos T, podendo possivelmente variar entre os individuos
(Slaghoom et al., 1994; Rufer et al., 1999; Ahmed e Tollefsbol et al., 2003).

Estudos recentes ainda citam a relacdo de algumas afec¢cbes comuns no
idoso, como diabetes, insuficiéncia cardiaca, obesidade e depressdo e o
encurtamento do teldbmero em linfécitos T, comparativamente a idosos

saudaveis, sendo mais curto em idosos doentes (Nordfjall et al., 2008;



Wolkowitz et al., 2011; Shioi e Inuzuka, 2012; Hovatta et al., 2012; Jugdutt
et al., 2012).

Clinicamente, as consequéncias oriundas da imunosenescéncia podem
tornar os individuos idosos mais suscetiveis a desenvolverem infeccOes
bacterianas e virais. Malignidades e autoimunidade decorrentes do estado de
imunosenescéncia também levam ao aumento do indice de morbidade e
mortalidade (Agarwal e Busse et al., 2010).

Devido aos impactos causados pela imunosenescéncia sobre o sistema
imune dos individuos idosos, de acordo com Senchina e Kohut (2007), tém-se
intensificado as investigacbes de terapias que possam amenizar tais
consequéncias, como a pratica do exercicio fisico. Este tem recebido atencao
cientifica por sua eficacia, por apresentar baixo custo, ndo ser invasivo e ser
considerado de facil execucdo. Além disto, estudos sugerem que a pratica do
exercicio fisico nos idosos esta associada a reducdo da incidéncia e/ou
gravidade de infecgdes.

Dessa forma tivemos como objetivo neste estudo, a avaliacdo dos efeitos
da prética da atividade fisica de alto e moderado desempenho aerdbico regular
na longevidade, avaliando a qualidade de vida, cognicao, telémero em linfocitos
T e resposta imune, visto necessidade de mais trabalhos, na literatura,

ratificando a eficacia desta pratica.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da pratica da atividade fisica de alto e moderado
desempenho aerébico regular na qualidade de vida, medida de teldbmero em

linfécitos T e resposta imune

2.2 Objetivos especificos

e Comparar o comprimento dos teldmeros em linfécitos T de idosos
submetidos a atividade fisica de alto e moderado desempenho aerdbico
regular e idoso sedentarios, em subpopulacdes de linfécitos T
CD4+CD45R0O+ (memdria) e T CD4+CD45RO0- (naive) e subpopulacdes de
linfécitos T CD8+CD28+ e T CD8+CD28-;

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

0s sedentarios.



3 CASUISTICA

O estudo foi realizado com trés grupos de individuos do sexo masculino
maiores de 60 anos. Um grupo foi formado por idosos que praticam atividade
fisica regular de alto desempenho aerobico (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 fisica moderada e o terceiro grupo foi formado por idosos sedentarios.
Foram excluidos do estudo individuos que apresentam comorbidades de
impacto para o sistema imunolégico (AIDS, mieloma, artrite reumatdide.) e/ou
gue fizeram uso de medicamentos imunossupressores. Poderiam ser incluidos
no estudo individuos portadores de comorbidades e/ou em tratamento, porém,
sem repercussao significativa para o sistema imunologico (ex: hipertensao
controlada, diabetes controlada, e/ou que fizerem uso de medicamentos
antiinflamatérios néo-esterdides). Os grupos de atividade fisica de alto
desempenho e sedentarios fazem parte da Coorte de Atletas Seniores em
seguimento no ambulatério do Instituto de Ortopedia e Traumatologia da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, sob a coordenacgéo do
Prof. Luiz Eugénio Garcez Leme. O grupo dos individuos com atividade fisica
moderada foi recrutado através do programa “Saber Viver’ da Secretaria de

Esportes da cidade de Cotia — SP.



4 METODOS

Foi feita a selecdo dos grupos pelo tipo de atividade fisica ou a auséncia
da realizacéo desta.

Foi colhida a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido
apos explicacdo do mesmo.

Trés grupos foram formados: de alto desempenho, moderado desempenho

e sedentario:

e Grupo 1: Corredores de fundo em provas acima de 15000 metros
(incluindo meia maratonas e maratonas) — grupo de atletas de alto
desempenho;

e Grupo 2: Praticantes de voleibol adaptado — Programa Saber Viver da
Secretaria da Cidade de Cotia/SP — grupo de atletas de moderado
desempenho;

e Grupo 3: Sedentarios — Ambulatorio do Instituto de Ortopedia da
FMUSP.

Foram aplicados os critérios de exclusado e incluséo, realizada anamnese
e exame fisico em todos os selecionados.

Foram aplicados questionarios especificos: para avaliar depressao no
idoso utilizamos a versdo reduzida da Escala de Depressao Geriatrica de
Yesavage (Anexo 3) (Yesavage et al., 1982-1983; Fountoulakis et al., 1999;
Almeida & Almeida, 1999); nutricado MAN (mini avaliagdo nutricional)
(Rubenstein et al., 2001), cognicdo MEEM (mini exame do estado mental)

para avaliar cognicédo (Brucki et al., 2003); condicao fisica IPAQ (questionario
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internacional de atividade fisica — versédo reduzida) (Anexo 5) (Craig et al.,
2003) e para avaliar a qualidade de vida o questionario SF-36 (Ciconelli et al.,
1999).

Foram medidos parametros laboratoriais basicos (glicemia, hemograma,
uréia e creatina, enzimas hepaticas e sorologia anti-CMV). Foram avaliadas a
composicao corporea e a densidade mineral 6ssea de corpo inteiro através de
analise densitométrica, realizada no Instituto de Ortopedia e Traumatologia do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina — Universidade de Séao Paulo.

Foi realizado o teste ergoespirométrico para avaliar o VO2 MAX
parametro que ratifica ou retifica o grupo no qual o paciente esta classificado
pelo IPAQ.

Reclassificacdo dos pacientes pos-resultado do IPAQ e do VO2.

Todos os grupos tiveram sua condicdo clinica atual avaliada através de
exame clinico e avaliacao geriatrica global incluindo avaliacdo cognitiva e de
humor (questionario sobre depressdo e mini-exame de estado mental)

(ANEXOS 3 e 4).

4.1 Avaliagao laboratorial

Foram avaliados parametros laboratoriais basicos (glicemia, hemograma,

uréia e creatina, enzimas hepaticas e sorologia anti-CMV).
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4.2 Avaliacao fisica

Para determinar o nivel de atividade fisica empregamos o Questionario
Internacional de Nivel de Atividade Fisica (IPAQ) (ANEXO 5). O resultado
obtido foi convertido para MET’s. Os individuos foram submetidos ao teste
ergoespirométrico. Os testes foram realizados utilizando o teste de Heck

modificado.

4.3 Medida dos teldbmeros em linfocitos T

Para andlise foi utilizada hibridizacdo com citometria de fluxo. Por se
tratar de procedimento de recente aquisicdo descrevemos em detalhe o

processamento das amostras conforme consta no Anexo 6.
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5 RESULTADOS

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

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

Tabela 1 - Comparacédo da média entre grupos - Atividade Fisica

- . . Dunn:
VELEVE Grupo n Média Desv.Pad. Norm. (KS) p Kruskal-Walis p Sed/Mod Sed/At Mod/Atl
cp Sedentario 17 803 35 0,0158
fur;cionar Intermediario 25 92 23 =0,10 0,0961 NA NA NA
Atleta 22 927 2 0,0025
Sedentario 17 77 58 0,0389
Dor Intermediario 25 795 37 =0,10 0,6979 NA NA NA
Atleta 22 8272 3,8 =0,10
E s Sedentario 17 736 44 =0,10
as;ge" 2 |ntermediario 25 762 36 =010 07314 NA NA NA
Atleta 22 807 35 =0,10
Sedentario 17 727 3,9 =0,10
SF36 Viralidade Intermediario 25 754 34 0,0692 0,1999 NA NA NA
Atleta 22 679 53 =0,10
Asp. Sedenﬁario 17 794 6,8 <0,0001
sociais Intermediario 25 885 5 =0,0001 0,7873 NA NA NA
Atleta 22 84 44 0,0001
A Sedentario 17 674 95 0,0037
E;pr;c. Intermediario 25 933 43 <0,0001 0,4054 NA N&o N&o
Atleta 22 746 8 0,0004
Sedentario 17 78,3 41 =0,10
S. mental Intermediario 25 746 33 0,0634 0,2424 NA NA NA
Atleta 22 767 36 =0,10
Idade. média + Sedentario 17 729 1,5 =0,10
DP ! Intermediario 25 704 0,7 =0,10 0,55 NA NA NA
Atleta 22 748 1,5 =0,10
Sedentario 17 253 0,8 =0,10
IMC, kg/im2 Intermediario 25 247 04 =0,10 0,1075 NA NA NA
Atleta 22 23 04 =0,10
Sedentario 17 3,071 2,129 =0,10
Comorbidades Intermediario 25 19 0,8522 0,0015 0,089 NA NA NA
Atleta 22 1588 1,326 0,067
Sedentario 17 14 3,429 =0,10
Medicagédo Intermediario 25 20 215 0,0021 0,064 NA NA NA
Atleta 22 17 1,588 0,024

Na Tabela 1 nédo se observa alteragbes em qualquer dos parametros

entre os trés grupos que sao, assim, comparaveis.
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Tabela 2 — Comparacao da média entre grupos - Atividade Fisica

Dunn:
SedMod SedAd ModAd

Grupo n Meédia Desv.Pad. Norm. (KS) p Kruskal-Walis p

MET Sedentario 17 1447 64,7 <0,0001
p S Intermediario 25 1999 156.5 =0.10 < 0.0001 Néo Sim Sim
min'week
Atleta 22 43587 272 =010
VO2MAX, Sedenﬁir{u 17 246 0.6 =010 . . )
. Intermediario 25 293 1 >0,10 0,0006 Sim Sim Nao
ml/kg/min
Atleta 22 35 1.4 =0,10
Sedentario 17 2905 6989 00001
IPAQ Intermediario 25 1564 7174 =010 0 Sim Sim Sim
Atleta 22 4380 1522 =010
Temp trein. Sedentario 17 NA NA =010
(aius) " Intermediario 235 17 32 0,037 0,667 NA NA NA
Atleta 22 259 34 =0,10

Y

No tocante a atividade fisica ndo se encontra diferenca no tempo de
treinamento (anos) entre o grupo intermediario e atleta. Por outro lado a anélise
da atividade em METs, VO2MAX e IPAQ sdo concordes em apresentar

diferenca significativa entre os grupos.

Tabela 3 — Comparacdo da média entre grupos — Cogni¢ao

5 z Norm. Kruskal- Dunn:
Variavd Grupo Meédia Desv.Pad. ~_ e
= (KS)p Walisp SedMod Sed/dil Mod/Ad
Coenic Sedentario 17 26,1 0.6 =010
ognigao s . . =
ADNVSE Intermediario 25 28.2 0.4 00003 0,026 Sim Sim Ndo
Atleta 22 27.8 1 0.0547

No tocante a cogni¢do, em que pese todos os grupos estarem dentro dos
limites da normalidade, pode-se observar diferenca significativa entre os

grupos: sedentario e atleta e sedentario e intermediario.
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Tabela 4 — Comparacdo da média entre grupos — Teldmeros

.. . . Dunn:
Variavel Grupo n Meédia Desv.Pad. Norm. (KS)p Kruskal-Walis p Sed/Mod Sed/Atl Mod/Atl
Sedentario 17 1432 04261 =010
RO+ Moderado 25 1489 05066 =010 0,829 NA MNA MNA
Atleta 22 1572 05111 0,0399
Sedentario 17 1827 05662 =010
RO- Moderado 25 1832 00,7474 0,034 0,791 NA NA NA
Atleta 22 195 0,5515 0,0799
Sedentario 17 1516 04207 =0,10
CD28+ Moderado 25 1644 0,6229 0,034 0,622 NA MNA MNA
Atleta 22 1,681 0,4754 =0,10
Sedentario 17 1,301 04219 =010
CD28- Moderado 25 1266 04221 0,0317 0,034 Nao (8im) Nao
Atleta 22 1535 (03582 =010

Na andlise do comprimento dos teldbmeros (kp) pode-se observar
diferencga significativa com maior tamanho em atletas na analise de CD28-, ndo

se observando diferenca significativa nas outras variaveis.

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

Idade Comorbidades Medicacdo SF36% MEEM IPAQ METs VO2mx RO+ RO- CD28+ CD28-
dade 0,028 0101 -0004 -0122 0013 005 0088 -001 0182 -0164 0173 -0,04
Comorhidades 0,028 0739 021 -0024 0311 0098 0276 -0183 0189 023 -0011 -0,018
Medicagédo 0,101 0,739 018 0086 0291 0333 -0162 0236 -0,006 0029 -0119 -0,023
SF 36 % -0,004 021 018 018 0267 022 0386 047 -0053 0054 0041 0227
MEEM 0122 0,024 0086 018 036 0146 0378 0452 0283 0304 0152 019
IPAQ 0,013 0,311 0291 0267 036 0371 0911 0622 0097 0106 0121 0396
MAN 0,05 0,098 0333 022 0146 0371 0224 0215 0177 0313 0199 0198
METs 0,088 0276 0162 038 0378 0911 0224 0728 0149 0207 0051 0376
V02max 0,01 0,183 023% 047 0452 0622 0215 0728 0077 0071 0108 0263
RO+ 0,182 0,189 0006 0053 0283 0097 0177 07149 0077 0763 0475 0502
RO- 0,164 023 0029 0054 0304 0106 0313 0207 0071 0,763 0333 0402
CD28+ 0173 0,011 0119 0041 0152 0121 0199 0051 0108 0475 07333 0,681
CD28- 0,04 0,018 0023 0227 019 039 0198 0376 0263 0502 0402 0581

Na analise de correlacdo (Spearman) entre as variaveis pode-se observar

correlacdo de idade com comorbidades, qualidade de vida, atividade fisica
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(IPAQ, VO2 MAX, IPAQ), nutricio (MAN) e CD28-; correlacdo de
comorbidades com idade, cognicdo (MEEM), CD28+ e CD28-; correlacdo de
medicacdo com RO+, RO- e CD28-; correlacdo de qualidade de vida (SF36)
com idade e com CD28+, correlacdo de cognicdo (MEEM) com comorbidades;
correlacdo de atividade fisica (VO2MAX e IPAQ) com idade; correlacdo de
nutricdo (MAN) com idade. As medidas de teldmeros correlacionaram-se com
RO+ / medicacédo; RO- / medicacédo; CD28+ /comorbidades e qualidade de vida

e CD28- / Idade, comorbidades e medicacéao.

Grafico 1 — Relacdo da média do CD4+RO+ e exercicio Fisico
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Grafico 2 — Relacdo da média do CD4+RO- e exercicio Fisico
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Grafico 3 — CD8+CD28+ e exercicio Fisico
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Grafico 4 — CD28+CD28- e exercicio Fisico
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Grafico 5 - SF36 e exercicio Fisico
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Grafico 6 — MEEM e exercicio Fisico
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, 0s grupos nao apresentaram diferencas significativas
em seus dados gerais. Como curiosidade, no que diz respeito a idade, o alto
desempenho estava relacionado com individuos com maiores idades.

Um dos aspectos positivos do presente estudo € a comparabilidade entre
0s grupos estudados como pode ser observado na Tabela 1, incluindo idade,
qualidade de vida em todos o0s seus componentes, IMC, nutricao,
comorbidades e uso de medicacao.

A andlise de correlacdo (Tabela 5) entre as variaveis do grupo como um
todo, independente da divisdo por grupo de atividade, mostra-nos aspectos
interessantes. Existem algumas correlagdes facilmente compreensiveis como a
positiva da idade com comorbidades e a correlagcdo negativa com qualidade de
vida e atividade fisica (VO2 MAX); é também facilmente compreensivel a
correlacdo positiva das comorbidades com cogni¢cao (MEEM).

Existem ainda algumas correlacdes de compreensdo mais dificil como da
correlacao positiva da idade com nutricdo (MAN), atividade fisica (IPAQ).

No tocante as correlacbes das medidas de teldmeros, encontramos
correlacdo peculiar das comorbidades que é positiva com o comprimento de
teldmero de linfécito T CD8RO- e negativa entre o comprimento de teldmero de
linfécito T CD8BRO+. Esta variacdo de correlagcdes ndo apresenta de inicio uma
explicagdo simples; no entanto deve-se ter em conta que multiplos fatores
podem responder pela presenca de comorbidades multiplas, sinal de limitacao

funcional no idoso e a medida simples desta variavel pode ndo expressar,
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ainda mais em uma casuistica limitada como a nossa, sua real participacdo na
funcionalidade destes individuos.

Quanto aos linfocitos T CD8CD28+, existe correlacdo positiva com
qualidade de vida e negativa com comorbidades; aparentemente explicitando
uma participacdo positiva na funcionalidade dos individuos estudados; ja nos
linfécitos T CD8CD28-, considerados padrao do envelhecimento (Semba et al.,
2005), encontramos correlacdo negativa do comprimento do teldmero com a
idade, as comorbidades e o uso de medicacdo, explicitando sua funcao
aparentemente protetora, de vez que sua diminui¢do corresponde a aumento
de limitacdes funcionais.

Uma das mais interessantes analises desta casuistica é relacdo mdultipla
entre os diversos parametros medidos e os grupos de atividade (sedentérios,
moderados e atletas) que pode ser observada na Tabela 2.

Quando passamos a analisar os parametros de nossa casuistica divididos
por grupos de atividades (sedentarios, intermediario e atletas) os resultados
mostram sua mais importante significacao.

Uma concluséo inicial a que podemos chegar é que a autoreferéncia a
atividade fisica pelos idosos que permitiu dividi-los nos trés grupos de atividade
é confiavel. De fato a diferenca das medidas de METs (p<0,0001) VO2MAX
(p=0,0006) e IPAQ (p=0,0000) € notavel entre os grupos, qualificando a divisao
inicialmente feita. Podemos assim considerar estas variaveis iniciais como
variaveis de qualificacdo da amostra, que se mostraram positivas (Tabela 2).
Este dado € de importancia na pratica quotidiana de vez que dados obtidos por
questionarios facilmente aplicaveis como o IPAQ (Anexo 5) podem servir para

definicbes e pesquisas sobre atividade fisica, mesmo sem a aquisicdo do
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VO2MAX através de avaliagcdo ergoespirométrica, com notaveis vantagens em
termos de aplicabilidade, dinamica e custos.

Entre as variaveis clinicas, um dado muito importante refere-se a medida
da cognicdo, avaliada através do Mini Exame do Estado Mental de Folstein
(MEEM).

Em que pese os trés grupos encontrarem-se dentro dos limites normais
para a faixa etaria (acima de 24 pontos) existe significante (p=0,0026) diferenca
a favor dos grupos intermediario e atletas em relacdo ao grupo sedentario
(Tabela 3). Este achado confirma de alguma maneira configura os beneficios
cognitivos da atividade fisica, altamente desejaveis na senescéncia.

Diversos estudos tém relacionado a pratica regular de atividade fisica em
idosos a prevencdo no declinio cognitivo (Barnes et al., 2003; Abbott et al.,
2004).

Larson et al. (2006) mostraram que idosos que praticavam atividade
fisica regular trés ou mais vezes por semana tinham uma incidéncia 38%
menor de doenca de Alzheimer, em um seguimento de seis anos, quando
comparado com um grupo semelhante de idosos com nivel inferior de atividade
fisica.

Scarmeas et al. (2009) em um estudo de coorte com 1880 idosos
avaliaram a incidéncia de DA, com uma média de seguimento de 5,4 anos. Os
idosos com maior nivel de exercicio apresentaram uma reducdo de risco de
33% comparado aos sedentarios.

Middleton et al. (2011) avaliaram a relacdo entre gasto energético total e
a incidéncia de déficit cognitivo em 197 idosos normofuncionais e sem

deméncia. O estudo usou a técnica de agua duplamente marcada, que é um
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meétodo de calorimetria indireta que mede com precisédo o0 gasto energético total
de individuos fora de confinamento, refletindo o nivel de atividade fisica diario.
ApoOs seguimento de cinco anos foi observado uma menor incidéncia de
declinio 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 possivel explicacdo da relacdo da dinamica dos telémeros com
estes achados, Botha et al. (2012) estudando ratos, referem que a exposicdo a
eventos adversos precoces pode resultar no desenvolvimento de
psicopatologia, frequentemente associada a alteracdo cognitiva. Segundo 0s
autores este fato pode se dever a um acelerado envelhecimento celular
relacionado a atricdo dos telébmeros. Neste caso, o0 exercicio poderia acelerar a
neurogénese, funcionando como um tampao ao efeito do estresse psicoldgico
no comprimento do teldmero. Por outro lado, Bendix et al. (2011), estudando
gémeos dinamarqueses maiores de 70 anos ndo encontraram relagcédo entre o
tamanho do teldbmero e o desempenho cognitivo encontrando, no entanto,
relagéo clara entre o tamanho do teldmero e o desempenho fisico.

Apesar de ndo termos, na presente amostra, encontrado correlacéo entre
cognicdo (MEEM) e comprimento dos teldmeros (Tabela 5), pudemos observar
nitida relacdo, na comparacdo de médias entre grupos, entre os dados de
cognicdo e o nivel de atividade fisica (Tabela 3), confirmando os efeitos
benéficos deste tipo de intervencéo.

A resposta a nossa mais significativa questao (qual a participacdo da

atividade fisica na medida dos teldbmeros e, portanto, do padrdao de
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envelhecimento celular?) exigiu a investigacdo de correlacdo entre o grau de
atividade fisica e a medida dos telébmeros dos linfocitos T.

Desta forma, o aspecto central no presente estudo refere-se a relacéo da
medida de teldmeros e atividade fisica em idosos. Trata-se de dado de
obtencéo trabalhosa pelos multiplos passos de sua metodologia e pela medida
em si (Anexo 6). E evidente que com uma amostra relativamente pequena, que
apenas nos permite inferir diferencas entre os grupos polares (sedentarios-
atletas) estavamos preparados para resultados limitados; no entanto ao se
analisar os dados referentes as medidas de teldomeros por pares de bases nos
linfécitos CD8 28-, sabidamente a célula mais relacionada ao envelhecimento
(Semba et al., 2005), pudemos encontrar diferenca significativa (p=0,034)
guando se consideram 0s grupos polares: atletas e sedentarios (Tabela 4).

Ao se fazer uma avaliacdo da literatura, diversos pesquisadores ressaltam
a significancia da medida dos teldmeros como um marcador de
envelhecimento, ligando-a principalmente as medidas de atividade fisica.

LaRocca et al. (2010), para determinar se a reducédo etaria do TL esta
relacionada a atividade habitual de capacidade aerébica maxima (VO2max) e
resisténcia estudaram grupos de sedentarios e atletas (jovens e idosos). O
comprimento do telémero em leucdcitos (LTL) foi menor nos idosos sedentarios
em comparagao com os jovens p<0,01). O LT dos idosos treinados tiveram LT
maiores que seus pares sedentarios (p<0,01) e ndo foram diferentes dos
jovens treinados (0,12). O LTL esteve positivamente relacionado ao VO2MAX
em adultos idosos. A regressao mdultipla revelou que o VO2MAX foi 0 Unico
preditor independente do LTL no grupo como um todo; possivelmente a custa

da telomerase (Ornish et al., 2008). Em nosso estudo a correlacdo de
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Spearman nao identificou significancia entre a medida do VO2MAX e o
comprimento dos teldmeros; talvez pelo numero, ainda limitado, de casos
estudados. No entanto quando estudamos a casuistica através de comparacao
da média entre grupos, aplicando o teste de Kruskal-Wallis, a relacédo positiva
entre atividade fisica e medida do teldmero nos linfécitos CD8CD28- ficou
patente, quando comparados 0s grupos extremos (sedentario e atleta), nao
sendo significativa para comparacbes com o0 grupo intermediario,
possivelmente por uma limitacdo de casuistica.

Um dado que nos parece relevante é o de que mesmo estudos realizados
em teldmeros de muasculos em idosos mostram que o VO2max esta
positivamente associado com o comprimento do telébmero sugerindo que
treinamento prolongado de resisténcia pode prover efeito protetivo no
comprimento do telébmero de células musculares (Collins et al., 2003; Kadi et
al., 2008; @sthus et al., 2012). Este dado nos indica que, em concordancia
com Ahmad et al. (2012), os dados vindos de exames com células de sangue
periférico, como 0 nosso, de mais facil e segura aquisicdo sdo aplicaveis as
células musculares e, portanto nas pesquisas sobre envelhecimento
musculoesquelético. Este dado vem confirmar achado descrito na literatura
recente sobre os beneficios da atividade fisica na medida dos telémeros,
possivelmente o melhor mais sofisticado marcador de saude celular e de

qualidade de envelhecimento, também no aparelho osteomuscular.
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CONCLUSOES

A medida da atividade fisica obtida por questionario IPAQ mostrou-se
comparavel a medida por VO2MAX, sendo, pois uma alternativa em
estudos e condutas;

Comprovou-se diferenca estatistica entre a medida do teldmeros em
linfécitos e CD8CD28- bem como ha cognicédo e a atividade fisica;

A programacdo da atividade fisica é intervencdo em potencial de
prevencdo, melhora ou reversdo de limitagdes funcionais em idosos

particularmente nos idosos.



8 ANEXOS

ANEXO 1 — Atividades Basicas de Vida Diaria

. Tomar banho

. Vestir-se

. Fazer o toalete

. Transferéncia de local

. Continéncia dos esfincteres
. Alimentar-se sozinho

Fonte: Katz et al., 1963
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ANEXO 2 — Atividades Instrumentais de Vida Diaria

. Usar o telefone

. Deslocar-se (taxi, 6nibus, automaovel)
. Fazer compras

. Preparar refeicdes

. Fazer os trabalhos de casa

. Administrar as proprias medicacdes
. Gerenciar o dinheiro

Fonte: Fillenbaum et al., 1985

27
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ANEXO 3 — Escala de Depresséo Geriatrica de Yesavage — versao reduzida

(GDS-15).

1. Vocé esté satisfeito com a sua vida? (nao)

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

3. Vocé sente que sua vida esta vazia? (sim)

4. Vocé sente-se aborrecido com frequéncia? (sim)

5. Esta vocé de bom humor na maioria das vezes? (néao)

6. Vocé teme que algo de ruim Ihe aconteca? (sim)

7. Vocé se sente feliz na maioria das vezes? (nao)

8. Vocé se sente frequentemente desamparado? (sim)

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

10. Vocé sente que tem mais problemas de memdéria que antes? (sim)

11. Vocé pensa que € maravilhoso estar vivo? (nédo)

12. Vocé se sente inutil? (sim)

13. Vocé se sente cheio de energia? (ndo)

14. Vocé sente que sua situacdo é sem esperanc¢a? (sim)

15. Vocé pensa de que a maioria das pessoas estdo melhores do que vocé?
(sim)

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

resposta for igual ao exemplo do parénteses/ Contagem méaxima de GDS =

15/ Total > 5 = suspeita de depressao.

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

MINI-EXAME DO ESTADO MENTAL

Brucki SMD e cols. Sugestbes para o uso do Mini-Exame do Estado Mental no Brasil. Arq Neuropsiquiatr 2003;61(3-B):777-781

/5

) Que dia é hoje?
) Em que més estamos?
) Em que ano estamos?
) Em que dia da semana estamos?
Qual a hora aroxnmada? (con5|dere a vana@o de mais ou menos uma hora)

A~~~

/ ea 3
( )Em que Iocal nés estamos‘> (apontando para o chéo consulténo dormlténo sala)
( ) Que local € este aqui? (apontando ao redor num sentido mais amplo: hospital, casa de repouso, prépria casa).
( ) Em que bairro nés estamos ou qual o nome de uma rua préxima?
( ) Em que cidade nés estamos?
Em que Estado nés estamos?

Eu vou dizer trés palavras e vocé ira repeti-las a segui ( ) carro, ( ) vaso, ( ) tijolo
Um ponto para cada palavra certa repetida na primeira vez, embora possa repeti-las até trés vezes para o aprendizado.

Subtracdo de setes seriadamente: () 100-7, () 93-7, ( ) 86-7, () 79-7. ()72-7
Se houver erro, corrija-o € prossiga. Consudere correto se o examinado se auto-oomgnr

Ev avias | ; &Y oged T3
() carro, ( ) vaso, ( ) tuolo

[ Peca para o su;elto nomear dons objetos mostrados ( ) relégio ‘ ( ‘) céhé(a = -

Vou lhe dlzer uma frase e quero que vocé reprta depons de mim: “Nem aqu: nem all nem I&".
Dé& um ponto somente se a rep_etlggo for perfe:ta . ) : _ -
| Comando S :
) Pegue este papel com a mao dlrerta ( ) dobre—o ao melo e ( ) ooloque-o no chao

Se o sulelto pedlr aJuda no meio da tarefa néo dé dicas.

] /1
Mostre a frase escrita “FECHE OS OLHOS" e peca para o individuo fazer o que esta sendo mandado
Nao uxxhe se pedlr ajuda se sé Ier a frase sem r allzar o comando
| Fre i | /1

Peca ao mdrvlduo para escrever uma frase Se na compreender a]ude com alguma frase que tenha comego, meio e fim;
alguma coisa que aconteceu ho; ; al ma co:sa que quelra dlzef‘ Nao sao oonsnderados erros gramah is ou ortograficos.

1

Mostre o modelo e peca para fazer o melhor poss:vel
Considere apenas se houver 2 pentagonos interseccionados formand

e Escores de Corte para Diagndstico de Deméncia

Consenso da Academia Brasileira da Neurolo,

gia para Diagnéstico de D de Alzh

Arg Neuropsiquiatr 1998;56:605-612

o/2 (caso/nao caso)
23/24 (caso/nao caso) 77,8% 75,4% Arq Neuropsiquiatr 1998;56:605-612
26/27 (caso/nao caso) 80% 95.6% Arqg Neuropsiquiatr 1994;52:1-7

e Escores de Corte > para Rastreio de Deméncia

C da A a de Neurologia para Diagnéstico de Doenga de Alzheimer no Brasil (Arq Neuropsiquiatr 2005; 63(3-A):713-9)

=> Sugerimos o uso de outros instrumentos para confirmacao de perda cognitiva em individuos com escores abaixo das médias
e/ou medianas obtidas na adaptacao publicada em 2003 por Brucki e cols.

Escores de MEEM em pacientes com idade igual ou superior a 65 anos (Arq Neuropsiquiatr 2003;61(3-B):777-781)
iy 7 e A 7 7 e

b

R NS

19,73 (3,03) ) 20 - 18,81 (2,96) — 20

24,68 (2,88) 25 24,85 (3,03) 25

26,86 (2,85) 27 26,57 (1,51) 27

3 26,86 (3.24) 29 28,75 (1.26) 29
: 29,25 (0,50) 29 27,17 (1,94) 28

Fonte: Brucki et al., 2003
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ANEXO 5 — Questionario Internacional de Atividade Fisica — Versédo Curta

\

/| QUESTIONARIO INTERNACIONAL DE ATMIDADE ISiCA -

Nome:

VERSAO CURTA -

Data: |

Nos estamos interessados em saber que tpos de afividade fisica as pessoas
fazem como parte do seu dia a dia, Este projeto faz parte de um grande estudo
que estd sendo fetto em diferentes paises ao redor do mundo. Suas respostas nos
ajudardo a enfender que 4o ativos nos somos em relagdo @ pessoas de outros
paises. As perquntas estdo relacionadas ao fempo que vocé gasta fazendo
afividade fisica na ULTIMA semana. As perguntas incluem as atividades que vocé
faz no trabalho, para ir de um lugar a outro, por lazer, por esporte, por exercicio ou
como parte das suas atividades em casa ou no jardim, Suas respostas sao MUITO
importantes. Por favor responda cada questéo mesmo que considere que ndo seja
afivo. Obrigado pela sua participagéo!

Para responder as questes lembre que:

7 aividades fisicas VIGOROSAS sdo aquelas que precisam de um grande
esforco fisico e que fazem respirar MUITO mais forte que 0 nomal

» alividades fisicas MODERADAS so aquelas que precisam de algum esforco
fisico & que fazem respirar UM POUCO mais forte que o nomal

Para responder as perguntas pense somente nas atividades que vocé realiza por
pelo menos 10 minutos continuos de cada vez.

1a Em quantos dias da Giima semana vocé CAMINHOU por pelo menos 10
minutos continuos em casa ou no trabalho, como forma de transporte para i de um
lugar para outro, por lazer, por prazer ou como forma de exercicio?

dias___por SEMANA

1b Nos dias em que vocé caminhou por pelo menos 10 minutos continuos quanto
tempo no total voc gastou caminhando por dia?

(') Nenhum

horas: ____ Minutos:

2a. Em quantos dias da titima semana, vocé realizou atividades MODERADAS por
pelo menos 10 minutos continuos, como por exemplo pedalar leve na bicicleta,
nadar, dancar, fazer ginastica aerdbica leve, jogar volel recreativo, carmegar pesos
leves, fazer servigos domésticos na casa, no quintal ou no jardim como varrer,
aspiar, cuidar do jardim, ou qualquer atiidade que fez aumentar

Fonte: Craig et al., 2003.

[ Idade: ____ Sexo:F()M()

moderadamente sua fespraqdo ou batmentos do coragdo (POR FAVOR NAO
INCLUA CAMINHADA)
dias ___por SEMANA () Nenhum

2. Nos dias em que vood fez essas afividades moderadas por pelo menos 10
minulos continuos, quanto tempo no folal vocd gastou fazendo essas atividades
porda?

boras, ____ Miutos

3a Em quantos dias da (itima semana, vocd realizou atividades VIGOROSAS por
‘ como por exemplo corer, fazer gindstica
aerdbica, jogar futebol, pedalar rdpido na biciclela, jogar basquete, fazer servigos
domésticos pesados em casa, no quintal ou cavoucar no jardim, carregar pesos
elevados ou qualquer alividade que fez aumentar MUITO sua respiracdo ou
batimentos do coragdo.
dias ___ por SEMANA () Nenhum
3b Nos dias em que vocé fez essas atividades vigorosas por pelo menos 10
ninulos continuos quanto tempo no total vocé gastou fazendo essas atvidades
por da?

horas:

— Minvtos: ___
Estas (ltmas questdes sdo sobre o tempo que vocé pemanece sentado todo dia,
1o trabalho, na escola ou faculdade, em casa e durante seu tempo v, Isto inlul
0 tempo sentado esfudando, sentado enquanto descansa, fazendo lcdo de casa
visitando um amigo, lendo, sentado ou detado assistindo TV. Ndo inclua o tempo
gasto sentando durante o transporte em dnibus, trem, metrd ou carr,

4a. - Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante um dia de semana?
—Noras _minutos
db.  Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante em um dla de final de
semana?
—_horas _minutos

Scdntao « Nao roakza nenhums atvidade fsca pa polo me
105 10 minotos contnuos durante & semany

nsufickntomanto Ao - Consste om cassiica 05 Indviduos
(Que praticam atividades fiicas por pelo menos 10 minutos conth
I0S por Semand, porém de maneka insuficiente para sef classif
(0 como atvos. Para lassiicar 05 Indviduas nossa crro, $80
Somadas b duragdo ¢ & froquoncia dos dforentes tpos do atvids
005 (caminfadas + modirads + vigorosa. £5sa calegora divide-
50 0 40t upos

Insuficentoments Atvo A - Reakza 10 minutos continuos de
atvidado fisca, Sequindo pedo menas um dos criios citados
froquenca - § das/semand ou duracdo - 150 minutos/seman

Insuficiontemente Atho B - Noo atinge nenhum dos crtéros
(5 focomendagdo ctada nas indviduos insuficientoment atnos
A

Atho - Cumpro 05 Sequintes focomenda;oes: 8 atvidade fs
C4ViQar0sa 2. ds/somand 0 2 20 minutos/sessdo:b) moderd
da ou caminhada - 2 5 das/semand 0 2 30 minutos/sessdo; ¢)
Quakquer atvidade Somad: 2 5 dias/semand @ 2 150 mivsema:
[}

Muto Atvo - Cumpre as Soguintes recomendacoes: o) vigoro
§3- 2.5 dslsomand 0 2 30 min/sossio; b] vigorosd - 2 3 s/
Somand &2 20 min/sessdo + moderada @ ou caminhads 2 5 das!
Somand 0 2 30 min/sessdo
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ANEXO 6 - Técnica de Medida dos Teldmeros

Foram coletados cerca de 50 ml de sangue periférico de cada individuo
participante do estudo, em tubo estéril contendo heparina como anticoagulante.
As amostras foram processadas para obtencdo 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
diluidas com solucdo salina isotonica (0,9% NaCl) em proporcdo 1:1, e o
sangue total diluido foi cuidadosamente vertido pelas paredes do tubo sobre o
Ficoll-Paque (cerca de 10mL), sem homogeneizacdo do tubo. O tubo foi
centrifugado a 500 x g durante 20 minutos a 19°C, com a utilizagdo do freio —
brake3 (BeckmanModel J-6B centrifuge, USA). O anel de células
mononucleares foi recolhido e as células foram lavadas em solucao salina por
duas vezes, removendo-se 0 sobrenadante apds centrifugacdo em velocidade
de 100 x g por 10 minutos a temperatura ambiente. As células foram entéo
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 utilizagdo de um contador hematolégico automatico
(AbbottCellDyn 1400 USA). A viabilidade celular foi realizada pela adicdo de
Azul de Trypan, considerando a viabilidade celular minima acima de 90%.

Cultura de PBMC para avaliacéo de linfécitos e secrecéo de citocinas

A suspenséao 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 37°C, em
atmosfera de 5% CO2 por periodos de 6-7 dias. Estimulos de
Fitohemaglutinina (PHA, 2,5 mg/mL; Gibco BRL, NY, USA), Candidaalbicans
(CMA, 10ug/mL; Pharmacia) e/ou Citomegalovirus (CMV, doado pelo
laboratério 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 auxilio
de coletor de células automatico (Mach IlI, 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 nao 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
presenca dos estimulos 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 -
70°C 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.

Separacéo Celular

Purificacao de linfécitos TCD4+

A partir das PBMC’s purificamos os linfécitos TCD4+ por meio de selegao
magnética negativa de células expressando a molécula CD4 (CD4+ T
Celllsolation Kit Il human, MiltenyiBiotec, Alemanha) de acordo com a instrucao
do fabricante. Resumidamente as células mononucleares foram marcadas
indiretamente utilizando-se o coquetel Biotin na concentracdo de 10ul para
cada 107 células (composto por anticorpos monoclonais anti-CD8, CD14,
CD16, CD19, CD36, CD56, CD123, TCR y/d e Glycophorin A), incubadas por
10 minutos a 4-8°C e posteriormente marcadas com o Anti-Biotin na
concentracdo de 20ul para cada 107 células (composto por anti-anticorpos
monoclonais conjugados com microesferas magnéticas). Apos lavagem em

centrifugacéo de 300 x g por 10 minutos com solugao tampao (PBS + 0,5%
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BSA + 2Mm EDTA), as células foram acondicionadas em coluna magnética
(LD, MiltenyeBiotec, Alemanha), ocorrendo a deplecdo das células
magneticamente marcadas. A pureza destas células foi avaliada empregando-
se citometria de fluxo com trés cores (CD3/CD4/CD8; Serotec, Oxford, United
Kingdom), considerando o grau minimo de pureza acima de 90%.

Purificacdo de linfécitos TCD4+ de memoéria (CD45RO+) e obtencao
de linfécitos TCD4+ naive (CD45R0O-)

O produto da primeira purificacdo (células TCD4+) foi submetido a uma
segunda purificacdo, para obtencao das células de memoria (CD45R0O+). Para
isto, utilizamos a selecdo magnética positiva de células TCD4+ expressando
CD45R0O+ (marcador de células de memdria). Neste procedimento, as células
CD45RO0O+ foram magneticamente marcadas com microesferas de CD45 RO na
concentracdo de 20ul para cada 107 células (CD45RO Microbeadshuman,
MiltenyiBiotec, Alemanha). ApGs a incubacéo de 15 minutos a 4-8°C e lavagem
(centrifugacéo de 300 x g por 10 minutos com solucéo tampao contendo PBS +
0,5% BSA + 2Mm EDTA), as células foram acondicionadas em coluna
magnética (MS, MiltenyeBiotec, Alemanha). Ap6s a passagem da solucdo
contendo as células, a coluna foi retirada do campo magnético e as células de
interesse foram recolhidas. As células filtradas pela coluna magnética (LTCD4+
CD45R0-), naive, também foram recolhidas.

Os linfocitos TCD4+ de memdéria purificados foram marcados com os
anticorpos de superficie anti-CD45R0O-PeCy5 (BD Biosciences, USA) para
andlise da pureza, a qual foi realizada em citbmetro de fluxo (Epics XL -
Coulter), com compensacéo a partir de células marcadas apenas com controle
isotipico.

Purificacdo de linfécitos LTCD8+

A partir das PBMC’s purificamos os linfécitos TCD8+ por meio de selegao
magnética negativa de células expressando a molécula CD8 (CD8+ T
Celllsolation Kit human, MiltenyiBiotec, Alemanha) de acordo com a instrucao
do fabricante. Resumidamente as células mononucleares foram marcadas
indiretamente utilizando-se o coquetel Biotin na concentracdo de 10ul para
cada 107 células (composto por anticorpos monoclonais anti-CD4, CD15,
CD16, CD19, CD34, CD36, CD56, CD123, TCR y/d e Glycophorin A),
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incubadas por 10 minutos a 2-8°C e posteriormente marcadas com o Anti-Biotin
na concentracao de 20ul para cada 107 células (composto por anti-anticorpos
monoclonais conjugados com microesferas magnéticas). Apos lavagem em
centrifugacédo de 300 x g por 10 minutos com solucao tampao (PBS + 0,5%
BSA + 2Mm EDTA), as células foram acondicionadas em coluna magnética
(LD, MiltenyeBiotec, Alemanha), ocorrendo a deplecdo das células
magneticamente marcadas. A pureza destas células foi avaliada empregando-
se citometria de fluxo com trés cores (CD3/CD4/CD8; Serotec, Oxford, United
Kingdom), considerando o grau minimo de pureza acima de 90%.

Obtencao de linfocitos T CD8+CD28+ e T CD8+CD28-

O produto da primeira purificacdo (células T CD8+) foi submetido a uma
segunda purificacdo, para obtencdo das células T CD8+ que expressam
CD28+, através de uma selecdo. Neste procedimento, as células CD28+ foram
marcadas com CD28 PE na concentracdo de 10ul para cada 107 células.
Posteriormente, as células foram marcadas com microesferas anti-PE na
concentracdo de 20ul para cada 107 células (CD28 Microbead Kit human,
MiltenyiBiotec, Alemanha). ApGs a incubacado de 15 minutos a 4-8°C e lavagem
(centrifugacao de 300 x g por 10 minutos com solugéo tampéao contendo PBS +
0,5% BSA + 2Mm EDTA), as células foram acondicionadas em coluna
magnética (MS, MiltenyeBiotec, Alemanha). Apds a passagem da solucao
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 linfocitos TCD8+ CD28 purificados foram marcados com 0s anticorpos
de superficie anti-CD28-PECy5 (BD Biosciences, USA) para analise da pureza,
a qual foi realizada em citbmetro de fluxo (Epics XL - Coulter), com
compensacao a partir de células marcadas apenas com controle isotipico.

Hibridizacéo in situ Fluorescente com andlise por citometria de fluxo
(Flow-FISH)

A metodologia de FISH para a determinagcdo do comprimento dos
teldbmero de células foi previamente descrita e empregada por Ruferet al., em
1998. A hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH) foi realizada com o
emprego do Telomere PNA Kit/FITC (DAKO, CO, Reino Unido) de acordo com
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a instrucdo do fabricante. Resumidamente os linfécitos obtidos, conforme item
4.4, foram centrifugados e o sobrenadante foi desprezado, as células
resuspensas em uma solucdo de hibridizacdo contendo 70% de formamida
deionizada, 20 mM TRIS, pH 7, 1% de BSA e a probe (sonda) especifica para o
telomero FITC-PNA (C3TA2)3 na concentracao de 0,3 mg/ml ou o equivalente
em &gua deionizada como controle negativo. O volume da solucdo de
hibridizacdo foi de 100 ml/ 105 células. As amostras foram aquecidas a 80°C
por 10 minutos para desnaturacdo, seguida de hibridizacdo a temperatura
ambiente por 2 horas ao abrigo da luz. Apos este periodo, as células foram
lavadas duas vezes com 1 ml de solucdo tampao contendo 70% de formamida
deionizada, 10 mM TRIS, 0,1% de BSA e 0,1% de Tween-20 (3000 rpm, 7 min
16°C) e uma vez com PBS 0,1% de BSA e 0,1% de Tween-20(2000 rpm,
5min). Apos 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 4°C. As
analises foram realizadas em citbmetro de fluxo (Epics XL - Coulter). A
determinacdo do comprimento dos telerémeros foi realizada de acordo com
Batliwallaet al., 2000, e Ruffer et al., 1998.

Aquisicéo e anélise dos dados

A aquisicdo dos dados foi feita em citdmetro de fluxo (Epics XL - Coulter),
apos a hibridizacao in situ por fluorescéncia, de acordo com as instrucées do
fabricante (Telomere PNA Kit/FITC). Para tal, utilizamos FL1, em escala
logaritmica, para a probe fluorescente do telémero e FL3, em escala linear,
para a marcacdo do DNA. Os valores de MFI foram utilizados para medir o
comprimento do telébmero. A analise dos dados foi realizada através dos
Softwares Summit versédo 4.0 (Dako, Glostrup, Denmark) e Prism versédo 5.0
(GraphPad Software inc., CA, EUA).

A medida dos teldmeros foi expressa em pares de bases (bp) = par de
bases (inglés base pair). Um bp corresponde a aproximadamente 3.4 A o de
comprimento ao longo da cadeia.

Padronizacédo da Técnica de Flow-FISH

Em estudo anterior, realizamos a padronizacdo da técnica de Flow-FISH
utilizando a subpopulacdo linfocitaria TCD4+ CD45RO+ em 13 individuos

saudaveis de diferentes faixas etarias (18 a 85 anos).
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A padronizagdo da técnica empregou o Telomere PNA Kit/FITC em
linfécitos T CD4+CD45R0O+ (memodria). O primeiro ensaio foi realizado com
dois individuos sadios, do sexo masculino, sendo um jovem na faixa etaria de
24 anos e outro com 66 anos de idade, com objetivo de elucidar o processo
natural de senescéncia celular, evidenciado pela redugédo do comprimento do
teldomero, com o avanco da idade. Os valores de MFI foram utilizados para
medir o comprimento do telébmero dos individuos

riférico de cada individuo participante do estudo, em tubo estéril contendo
heparina como anticoagulante. As amostras foram processadas para obtencao
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 diluidas com solug&o salina isotdnica
(0,9% NaCl) em proporcdo 1:1, e o sangue total diluido foi cuidadosamente
vertido pelas paredes do tubo sobre o Ficoll-Paque (cerca de 10mL), sem
homogeneizac¢éo do tubo. O tubo foi centrifugado a 500 x g durante 20 minutos
a 19°C, com a utilizacdo do freio — brake3 (BeckmanModel J-6B centrifuge,
USA). O anel de células mononucleares foi recolhido e as células foram
lavadas em solucdo salina por duas vezes, removendo-se 0 sobrenadante apos
centrifugacdo em velocidade de 100 x g por 10 minutos a temperatura
ambiente. As células foram entdo 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 utilizacdo de um
contador hematologico automatico (AbbottCellDyn 1400 USA). A viabilidade
celular foi realizada pela adicdo de Azul de Trypan, considerando a viabilidade
celular minima acima de 90%.

Cultura de PBMC para avaliacao de linfécitos e secrecao de citocinas

A suspenséao 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 pug/mL, Novafarma, SP, BR). Estas foram mantidas em estufa a 37°C, em
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atmosfera de 5% CO2 por periodos de 6-7 dias. Estimulos de
Fitohemaglutinina (PHA, 2,5 pg/mL; Gibco BRL, NY, USA), Candidaalbicans
(CMA, 10ug/mL; Pharmacia) e/ou Citomegalovirus (CMV, doado pelo
laboratorio 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 auxilio
de coletor de células automatico (Mach Il, 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 nao 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
presenca dos estimulos 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, aliguotados e conservados a -
70°C 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.

Separacéo Celular

Purificacao de linfécitos TCD4+

A partir das PBMC’s purificamos os linfécitos TCD4+ por meio de selegao
magnética negativa de células expressando a molécula CD4 (CD4+ T
Celllsolation Kit Il human, MiltenyiBiotec, Alemanha) de acordo com a instrucao
do fabricante. Resumidamente as células mononucleares foram marcadas
indiretamente utilizando-se o coquetel Biotin na concentracdo de 10ul para
cada 107 células (composto por anticorpos monoclonais anti-CD8, CD14,
CD16, CD19, CD36, CD56, CD123, TCR y/d e Glycophorin A), incubadas por
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10 minutos a 4-8°C e posteriormente marcadas com o Anti-Biotin na
concentracdo de 20ul para cada 107 células (composto por anti-anticorpos
monoclonais conjugados com microesferas magnéticas). Apos lavagem em
centrifugacédo de 300 x g por 10 minutos com solucao tampao (PBS + 0,5%
BSA + 2Mm EDTA), as células foram acondicionadas em coluna magnética
(LD, MiltenyeBiotec, Alemanha), ocorrendo a deplecdo das células
magneticamente marcadas. A pureza destas células foi avaliada empregando-
se citometria de fluxo com trés cores (CD3/CD4/CD8; Serotec, Oxford, United
Kingdom), considerando o grau minimo de pureza acima de 90%.

Purificacdo de linfécitos TCD4+ de memdéria (CD45R0O+) e obtencao
de linfécitos TCD4+ naive (CD45R0O-)

O produto da primeira purificacdo (células TCD4+) foi submetido a uma
segunda purificacdo, para obtencao das células de memoria (CD45R0O+). Para
isto, utilizamos a selecdo magnética positiva de células TCD4+ expressando
CD45R0O+ (marcador de células de memdria). Neste procedimento, as células
CD45R0O+ foram magneticamente marcadas com microesferas de CD45 RO na
concentracdo de 20ul para cada 107 células (CD45RO Microbeadshuman,
MiltenyiBiotec, Alemanha). Apés a incubacéo de 15 minutos a 4-8°C e lavagem
(centrifugacao de 300 x g por 10 minutos com solugéo tampéao contendo PBS +
0,5% BSA + 2Mm EDTA), as células foram acondicionadas em coluna
magnética (MS, MiltenyeBiotec, Alemanha). Apdés a passagem da solucdo
contendo as células, a coluna foi retirada do campo magnético e as células de
interesse foram recolhidas. As células filtradas pela coluna magnética (LTCD4+
CD45R0-), naive, também foram recolhidas.

Os linfocitos TCD4+ de memodria purificados foram marcados com o0s
anticorpos de superficie anti-CD45R0O-PeCy5 (BD Biosciences, USA) para
andlise da pureza, a qual foi realizada em citdbmetro de fluxo (Epics XL -
Coulter), com compensacéo a partir de células marcadas apenas com controle
isotipico.

Purificacao de linfécitos LTCD8+

A partir das PBMC’s purificamos os linfécitos TCD8+ por meio de selegao
magnética negativa de células expressando a molécula CD8 (CD8+ T

Celllsolation Kit human, MiltenyiBiotec, Alemanha) de acordo com a instrugéo
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do fabricante. Resumidamente as células mononucleares foram marcadas
indiretamente utilizando-se o coquetel Biotin na concentracdo de 10ul para
cada 107 células (composto por anticorpos monoclonais anti-CD4, CD15,
CD16, CD19, CD34, CD36, CD56, CD123, TCR y/®d e Glycophorin A),
incubadas por 10 minutos a 2-8°C e posteriormente marcadas com o Anti-Biotin
na concentracao de 20ul para cada 107 células (composto por anti-anticorpos
monoclonais conjugados com microesferas magnéticas). Apos lavagem em
centrifugacédo de 300 x g por 10 minutos com solucao tampao (PBS + 0,5%
BSA + 2Mm EDTA), as células foram acondicionadas em coluna magnética
(LD, MiltenyeBiotec, Alemanha), ocorrendo a deplecdo das células
magneticamente marcadas. A pureza destas células foi avaliada empregando-
se citometria de fluxo com trés cores (CD3/CD4/CD8; Serotec, Oxford, United
Kingdom), considerando o grau minimo de pureza acima de 90%.

Obtencao de linfocitos T CD8+CD28+ e T CD8+CD28-

O produto da primeira purificacdo (células T CD8+) foi submetido a uma
segunda purificacdo, para obtencdo das células T CD8+ que expressam
CD28+, através de uma selecdo. Neste procedimento, as células CD28+ foram
marcadas com CD28 PE na concentracdo de 10ul para cada 107 células.
Posteriormente, as células foram marcadas com microesferas anti-PE na
concentracdo de 20ul para cada 107 células (CD28 Microbead Kit human,
MiltenyiBiotec, Alemanha). Apds a incubacdo de 15 minutos a 4-8°C e lavagem
(centrifugacao de 300 x g por 10 minutos com solugé&o tampé&o contendo PBS +
0,5% BSA + 2Mm EDTA), as células foram acondicionadas em coluna
magnética (MS, MiltenyeBiotec, Alemanha). Apds a passagem da solucao
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 linfocitos TCD8+ CD28 purificados foram marcados com 0s anticorpos
de superficie anti-CD28-PECy5 (BD Biosciences, USA) para analise da pureza,
a qual foi realizada em citbmetro de fluxo (Epics XL - Coulter), com

compensacao a partir de células marcadas apenas com controle isotipico.
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Hibridizagéo in situ Fluorescente com analise por citometria de fluxo
(Flow-FISH)

A metodologia de FISH para a determinacdo do comprimento dos
telomero de células foi previamente descrita e empregada por Ruferet al., em
1998. A hibridizagdo in situ por fluorescéncia (FISH) foi realizada com o
emprego do Telomere PNA Kit/FITC (DAKO, CO, Reino Unido) de acordo com
a instrucao do fabricante. Resumidamente os linfocitos obtidos, conforme item
4.4, foram centrifugados e o sobrenadante foi desprezado, as células
resuspensas em uma solucdo de hibridizacdo contendo 70% de formamida
deionizada, 20 mM TRIS, pH 7, 1% de BSA e a probe (sonda) especifica para o
telomero FITC-PNA (C3TA2)3 na concentracdo de 0,3 ug/ml ou o equivalente
em agua deionizada como controle negativo. O volume da solucdo de
hibridizacao foi de 100 pl/ 105 células. As amostras foram aquecidas a 80°C
por 10 minutos para desnaturagdo, seguida de hibridizagdo a temperatura
ambiente por 2 horas ao abrigo da luz. Apds este periodo, as células foram
lavadas duas vezes com 1 ml de solugcédo tampé&o contendo 70% de formamida
deionizada, 10 mM TRIS, 0,1% de BSA e 0,1% de Tween-20 (3000 rpm, 7 min
16°C) e uma vez com PBS 0,1% de BSA e 0,1% de Tween-20(2000 rpm,
5min). Apos a lavagem as células foram resuspendidas em 300 pl de PBS
0,1% de BSA contendo 10ug/ml de RNAse A e incubadas overnight a 4°C. As
analises foram realizadas em citdbmetro de fluxo (Epics XL - Coulter). A
determinacdo do comprimento dos telerébmeros foi realizada de acordo com
Batliwalla et al., 2000, e Ruffer et al., 1998.

Aquisicao e analise dos dados

A aquisicao dos dados foi feita em citdmetro de fluxo (Epics XL - Coulter),
apos a hibridizacdo in situ por fluorescéncia, de acordo com as instrucdes do
fabricante (Telomere PNA Kit/FITC). Para tal, utilizamos FL1, em escala
logaritmica, para a probe fluorescente do telémero e FL3, em escala linear,
para a marcacdo do DNA. Os valores de MFI foram utilizados para medir o
comprimento do teldbmero. A analise dos dados foi realizada através dos
Softwares Summit versédo 4.0 (Dako, Glostrup, Denmark) e Prism versdo 5.0
(GraphPad Software inc., CA, EUA).
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A medida dos teldmeros foi expressa em pares de bases (bp) = par de
bases (inglés base pair). Um bp corresponde a aproximadamente 3.4 A o de
comprimento ao longo da cadeia.

Padronizacédo da Técnica de Flow-FISH

Em estudo anterior, realizamos a padronizagdo da técnica de Flow-FISH
utilizando a subpopulacdo linfocitaria TCD4+ CD45RO+ em 13 individuos
saudaveis de diferentes faixas etarias (18 a 85 anos).

A padronizacdo da técnica empregou o Telomere PNA Kit/FITC em
linfécitos T CD4+CD45R0O+ (memdria). O primeiro ensaio foi realizado com
dois individuos sadios, do sexo masculino, sendo um jovem na faixa etéria de
24 anos e outro com 66 anos de idade, com objetivo de elucidar o processo
natural de senescéncia celular, evidenciado pela reducdo do comprimento do
telobmero, com o avanco da idade. Os valores de MFI foram utilizados para

medir o comprimento do telédmero dos individuos.
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