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RESUMO

Franco TC. Efeitos da suplementacdo de proteina associada ao treinamento fisico no
comprimento dos telomeros de idosos com obesidade sarcopénica em restri¢ao calorica: um
estudo clinico randomizado controlado [dissertagdo]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sdo Paulo; 2024.

O numero de idosos esté crescendo globalmente. A reducao de massa muscular concomitante
ao aumento de tecido adiposo, condi¢des comuns no processo de envelhecimento, ¢ definida
como obesidade sarcopénica. Nesse cenario, a inflamagao cronica e estresse oxidativo podem
acelerar o envelhecimento. Dentre os marcadores de envelhecimento biologico, os teldmeros
se destacam devido a correlacao direta entre seu comprimento e longevidade. Considerando
a associacdo do comprimento dos telomeros com a obesidade sarcopénica, € possivel que o
atrito dos telomeros seja exacerbado nesta condigdo. A restri¢do calorica ¢ recomendada no
tratamento da obesidade sarcopénica e potencializada quando associada ao exercicio fisico.
No entanto, sua aplicagdo ocasiona perda de massa magra. A suplementagao de proteinas tem
se mostrado uma contramedida eficaz e segura contra a sarcopenia em conjunto ao
treinamento. Apesar de o treinamento combinado (aerébio associado ao treinamento de forca)
j& ter sido positivamente correlacionado ao comprimento dos telomeros, os efeitos da
restricdo calorica associada a um programa de exercicios fisicos com suplementacdo de
proteinas sobre o comprimento dos telomeros permanece desconhecido. Portanto, o objetivo
deste trabalho ¢ investigar o efeito combinado do treinamento fisico e restri¢do calorica com
suplementagdo de proteinas sobre o comprimento dos teldmeros em idosos obesos
sarcopénicos. Um total de 105 participantes com mais de 65 anos foram aleatoriamente
divididos em 3 grupos (n=35): a) Suplementacdo de proteinas e restri¢ao calorica associados
ao treinamento fisico; b) Suplementacdo placebo e restricdo caloérica associados ao
treinamento fisico; ¢) Grupo controle (sem exercicio, restrigdo e suplementacdo). Foram
analisados o comprimento dos telomeros e os marcadores de estresse oxidativo antes e apos
a intervencdo de 16 semanas. A andlise estatistica foi realizada por inten¢do de tratamento
utilizando ANOVA de modelos mistos. Os achados revelaram que: (i) uma abordagem
multidisciplinar combinando as estratégias do treinamento fisico e restri¢do calorica
melhorou os pardmetros relacionados a obesidade (peso corporal, IMC, RCQ, massa gorda)
e a sarcopenia (FPM/IMC e MMA/IMC) com beneficios adicionais observados apos a
suplementagdo de proteina (peso corporal, IMC, massa gorda, MMA/IMC); (i1) Na analise
de pds-hoc agrupando grupo PTN e PLA (INT), o treinamento fisico e a restricdo calorica
aumentaram o comprimento do telomero e reduziram os niveis de TBARS (marcador de
estresse oxidativo), sem nenhum efeito adicional da suplementacdo de proteina; e (iii) as
melhorias no comprimento do telomero foram positivamente correlacionadas com alteracoes
nos niveis de TBARS, atividade de GPx e FPM/IMC, e negativamente correlacionadas com
as reducdes no peso corporal, IMC, RCQ e massa gorda total. Em conclusao, o treinamento
fisico e a restricdo caldrica podem oferecer uma opc¢do ndo farmacologica valiosa para
melhorar o comprimento do telomero e atenuar o estresse oxidativo em idosos com obesidade
sarcopénica.

Palavras-chaves: Obesidade. Sarcopenia. Obesidade sarcopénica. Telomeros. Estresse
oxidativo. Treinamento fisico. Restri¢do caldrica. Suplementacdo de proteinas.



ABSTRACT

Franco TC. Effects of protein supplementation associated with exercise training on telomere
length in older people with sarcopenic obesity under caloric restriction: a randomized
controlled trial [dissertation]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo™; 2024.

The number of older adults is increasing globally. The simultaneous reduction in muscle mass
and increase in adipose tissue—common conditions in the aging process—is defined as
sarcopenic obesity. In this context, chronic inflammation and oxidative stress may accelerate
aging. Among the biomarkers of biological aging, telomeres stand out due to the direct
correlation between their length and longevity. Considering the association between telomere
length and sarcopenic obesity, it is possible that telomere attrition is exacerbated in this
condition. Caloric restriction is recommended for the management of sarcopenic obesity and
its effects are enhanced when combined with physical exercise. However, this approach can
lead to a loss of lean mass. Protein supplementation has proven to be an effective and safe
countermeasure against sarcopenia when combined with resistance training. Although
combined training (aerobic plus resistance training) has already been positively associated
with telomere length, the effects of caloric restriction in conjunction with an exercise program
and protein supplementation on telomere length remain unknown. Therefore, the aim of this
study was to investigate the combined effect of physical training and caloric restriction with
protein supplementation on telomere length in older individuals with sarcopenic obesity. A
total of 105 participants over the age of 65 were randomly assigned to three groups (n = 35):
a) protein supplementation and caloric restriction combined with physical training; b) placebo
supplementation and caloric restriction combined with physical training; ¢) control group (no
exercise, restriction, or supplementation). Telomere length and oxidative stress markers were
analyzed before and after the 16-week intervention. Statistical analysis was performed by
intention-to-treat using mixed-model ANOVA. The findings revealed that: (i) a
multidisciplinary approach combining physical training and caloric restriction improved
parameters related to obesity (body weight, BMI, WHR, fat mass) and sarcopenia (HGS/BMI
and ASM/BMI), with additional benefits observed following protein supplementation (body
weight, BMI, fat mass, ASM/BMI); (i1) in the post-hoc analysis grouping the PTN and PLA
groups (INT), physical training and caloric restriction increased telomere length and reduced
TBARS levels (a marker of oxidative stress), with no additional effect from protein
supplementation; and (iii) improvements in telomere length were positively correlated with
changes in TBARS levels, GPx activity, and HGS/BMI, and negatively correlated with
reductions in body weight, BMI, WHR, and total fat mass. In conclusion, physical training
and caloric restriction may offer a valuable non-pharmacological strategy to improve telomere
length and mitigate oxidative stress in older adults with sarcopenic obesity.

Keywords: Obesity. Sarcopenia. Sarcopenic obesity. Telomere length. Oxidative stress.
Exercise training. Caloric restriction. Protein supplementation.
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1. INTRODUCAO

A populagao de idosos estd aumentando rapidamente em todo o mundo. A
estimativa ¢ de que até 2050, a marca de 2,1 bilhdes seja atingida.! O desafio é que o
aumento da expectativa de vida ndo tem sido acompanhado pela melhora ou manutencao
da saude, e sim pelo aumento na prevaléncia de doengas cronicas® e na dificuldade em
realizar atividades da vida didria, acarretando perda de independéncia, aumento do risco

de quedas e morte prematura dos idosos.”!

O envelhecimento ¢ um processo natural e complexo caracterizado pelo declinio
gradual dos sistemas fisioldgicos e suas funcdes.* A nivel celular, inimeras alteracdes
ocorrem em vias bioquimicas (e.g., inflamacdo e estresse oxidativo) e genéticas (e.g.,
instabilidade do genoma e mudangas epigenéticas), desencadeando processos
moleculares como o atrito dos telomeros, um importante regulador do fenétipo do
envelhecimento.*!* Os telomeros, estruturas protetoras situadas nas extremidades dos
cromossomos e estdo diretamente associados a integridade gendmica. O comprimento dos
telomeros é frequentemente utilizado como um marcador biolégico do envelhecimento.™?
Devido ao problema da replicacao final, os teldmeros sdo naturalmente degradados a cada
divisio celular, levando ao encurtamento ao longo do tempo.’*!3! E importante destacar
que este processo pode ser exacerbado por certas condi¢des de satide comuns ao

envelhecimento.

Por exemplo, o envelhecimento estd associado ao aumento da adiposidade (i.e.,
obesidade) e a diminui¢do da massa muscular e sua funcionalidade (i.e., sarcopenia),
sendo que a presenca de um pode agravar o outro. Essa interacdo, conhecida como

obesidade sarcopénica,?®?’

representa uma grande preocupacdo para a saude publica
devido a sua associacio com o aumento da morbidade e mortalidade'>*%*! Tanto o
excesso de adiposidade quanto a redu¢do da massa muscular sdo conhecidos por
contribuir para o estresse oxidativo, um desequilibrio entre a produgdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) pela respiragdo mitocondrial e as defesas antioxidantes do
corpo.®® A obesidade estd associada a inflamagdo cronica de baixo grau e a uma
oxigenagdo deficiente dos adipdcitos, que podem desencadear e reforgar o estresse

300,301

oxidativo. Além disso, alteracdes relacionadas a 1idade, principalmente

impulsionadas por um desequilibrio entre as vias de sinalizacdo intracelular anabolicas e
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catabolicas, também favorecem uma producdo excessiva de ERO no musculo

esquelético.”®

Sob essa perspectiva, a coexisténcia de obesidade e sarcopenia (obesidade
sarcopénica) apresenta um maior risco a danos celulares exacerbados e desregulacao da
sinalizagdo intracelular do que cada uma destas condi¢des isoladamente, sugerindo que a
combinagdo delas possui elevado potencial para acelerar o envelhecimento. De fato, foi
demonstrado que a obesidade sarcopénica estd associada ao encurtamento dos
telomeros.?” Assim sendo, parece razoavel especular que a redugdo da producdo das
EROs, decorrente da mudanga na composicao corporal (e.g., reducdo da massa gorda
paralelamente a preservacdo ou aumento da massa magra), pode influenciar
positivamente a taxa de encurtamento dos telomeros e a saide geral em idosos com

obesidade sarcopénica.

Entretanto, a melhor abordagem para o manejo da obesidade sarcopénica em
idosos ainda é controversa. Frequentemente recomenda-se a restri¢do calorica visando a
perda de peso e reducdo da massa gorda, com efeitos adicionais positivos nos niveis de
EROs.?!% No entanto, tal pratica também costuma levar a uma significativa perda de
massa muscular, o que pode ser especialmente prejudicial para individuos ja afetados pela
sarcopenia.’® Em contrapartida, o treinamento fisico é amplamente reconhecido por seus
beneficios para a musculatura esquelética e a composicdo corporal em geral. Embora o
exercicio regular possa ajudar a mitigar alguns dos efeitos negativos associados a
restri¢do calorica, sua pratica por si s6 pode ndo ser suficiente para evitar completamente

a perda de massa muscular, indicando a necessidade de estratégias complementares.”*

Nesse contexto, a suplementacdo de proteinas — particularmente o whey protein
(i.e., proteina de soro de leite) — tem sido extensivamente estudada juntamente com
. N _— . . - 191-194,199-202
intervencgoes de restricdo calorica e exercicio fisico. De acordo com uma
meta-andlise prévia, dietas hipocaldricas e ricas em proteinas podem ajudar a preservar a
massa muscular enquanto reduzem a massa gorda.’’’ Além disso, acredita-se que a
proteina do soro do leite exerga efeitos antioxidantes devido ao seu alto teor de cisteina,
um componente crucial para a sintese de glutationa, um importante neutralizador de

radicais livres.’%
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Portanto, a hipdtese da presente dissertacao consiste em que a suplementacao de
proteina do soro do leite pode potencializar as melhorias proporcionadas pelo
treinamento fisico e pela restri¢ao caldrica na composi¢do corporal, reduzindo o estresse
oxidativo e, consequentemente, retardando a taxa de encurtamento dos teldmeros e
alterando positivamente o comprimento dos telomeros de idosos com obesidade

sarcopénica.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Telomeros
Os telomeros sdo estruturas de cadeia dupla de DNA nao decodificavel presentes
ao final do cromossomo, no nucleo das células eucaridticas, e sdo representados pela
sequéncia 5'-TTAGGG-3' (Figura 1).*® Formados por um complexo proteico nomeado
abrigo (“shelterin’), que se dispde em um formato de al¢a (“7-loop”) a partir do
emparelhamento de bases (Figura 2),'% os teldémeros possuem geralmente entre 2 a 20
quilobases (kb) de repeticdes de comprimento.*® Contudo, a cada divisdo celular,* os

9 50-52
17,

telomeros tornam-se mais curtos devido ao “problema da replicagao fina em que a

maquina endégena de replicacdo ndo ¢ capaz de copiar o DNA integralmente durante o
processo mitdtico (Figura 3). Estima-se uma perda de cerca de 50 a 200 pares de base
(pb) a cada divisao celular. O estado critico do encurtamento ocorre ao atingir o conhecido
“limite de Hayflick”,>*!*%15! quando as células param de se dividir e uma cascata de

52

eventos ¢ desencadeada induzindo a senescéncia celular,’® apoptose,'>? envelhecimento

3436-38 & de morte.>

do organismo com maiores riscos de desenvolver doengas precoces
Diante disso, o comprimento dos telomeros ¢ frequentemente utilizado como um

marcador indireto do envelhecimento biolégico.®?

Cromossomo

- Telébmero

3 (‘('. Shelterln Sitio de ligaggo
"’ do complexo de

proteinas ao DNA

Sequéncia repetida /

de DNA de fita

dupla ricaem G Saliéncia da fita
simples de DNA

Figura 1. Estrutura do Teldmero. Figura adaptada de Blackburn et al., 2015."3!
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Em conjunto, a expressao e interacao das proteinas do shelterin tem a fungao de
proteger o material genético dos danos advindos do organismo, desempenhando um papel
fundamental na estabilidade gendmica.*® Dentre as seis proteinas do complexo de ligagdo
ao DNA telomérico, a protetora dos teldomeros 1 (POT1), a homdloga da proteina da
displasia adrenocortical (TPP1) e a proteina repressora-ativadora 1 (RAP1) participam da
conexdo estrutural.’” O fator de ligagdo de repeti¢do telomérica 1 e 2 (TRF1 e TRF2,
respectivamente) e proteina nuclear 2 (TIN2) impedem o acesso dos danos oxidativos as
extremidades do teldomero, evitando degradacdo, fusdo ou recombinagdo inapropriada dos

cromossomos (Figura 2).3837

a
fitaG 5 3
fita C 3' INAATCCORATCOCAATOREN 5
DNA telomér;co fita dupla DNA telomériéo fita simples
b
Shelterin
5-TTAGGG
3-AATCCC
C

5'-TTAGGG
3'-AATCCC

Figura 2. Estrutura do Shelterin. Figura adaptada de Denham et al., 2016.' O esquema mostra (a) fita de
DNA telomérico rico em guanina (G) e a fita complementar retardada; (b) complexo de proteinas que
compde o shelterin e protege o DNA; (¢) T-loop formado pelo emparelhamento das bases e interagdo entre

as proteinas do complexo.
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A perda progressiva dos telomeros pode ser contida, em partes, pela agdo da
telomerase.’® A telomerase é uma enzima transcriptase reversa (TERT) capaz de sintetizar
DNA telomérico a partir do molde de RNA contido em sua estrutura (TERC). A
telomerase reconhece a ponta de uma fita rica em guanina (G) da sequéncia de repeti¢ao
de DNA telomérico e adiciona pares de base as extremidades dos cromossomos,
alongando o telomero na dire¢io 5’ — 3','*° assim neutralizando o desgaste dos
telomeros.’® No entanto, a a¢io da telomerase é frequentemente limitada em células
humanas.'*' Na maioria das células somaticas adultas, a atividade da telomerase é ausente
ou muito baixa. Apenas as células embriondrias e as células-tronco expressam telomerase
suficiente para manter o comprimento dos telomeros em um estado funcional por tempo
infinito.!??> Paradoxalmente, os teldmeros criticamente reduzidos sdo considerados um
mecanismo importante supressor de tumor, uma vez que restringem a capacidade

replicativa das células tumorais, desencadeando a parada do ciclo celular.*
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Figura 3. Replicagio e encurtamento do DNA telomérico. Figura adaptada de Blackburn et al., 2015.3!

Panoramas: (A) Problema da replicacdo final e alongamento da fita do DNA pela enzima telomerase; (B)
Conforme as células se dividem, hé perda dos telomeros, mas quando ha telomerase suficiente, ndo ha
encurtamento significativo; (C) O encurtamento dos telomeros ocorre quando a telomerase € insuficiente.

A divisdo para com telomeros criticamente curtos que desencadeiam senescéncia celular e outros.
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A taxa de atrito é altamente variavel entre os individuos,*’ sendo maior no inicio
da vida com o desenvolvimento de tecidos,*® e progressivamente reduzida com o avango
da idade.®! A regula¢io do comprimento dos teldmeros é extremamente complexa e
moldada por varios fatores, incluindo eventos genéticos, epigenéticos e ambientais (i.e.
dieta e atividade fisica).!? A interagdo com fatores ambientais como tabagismo, consumo
excessivo de alcool, estresse psicologico e outras doencas do espectro mental, status
socioecondmico, nutri¢do e nivel de atividade fisica sdo fatores que interferem na taxa de
atrito dos teldmeros.*> ** Um exemplo desta interacdo foi um estudo realizado Marti e
colegas que encontraram um aumento significativo no CT de mulheres que ingressaram
em um programa intensivo de mudanca no estilo de vida com interveng¢do de alimentagdo
e exercicio fisico por 3 anos. Curiosamente, a ado¢do de um estilo de vida mais saudavel

reduziu em 83% o risco de encurtar o telémero.!”®

Importantes vias bioquimicas e genéticas sao afetadas e desencadeiam processos
moleculares contribuintes no fenétipo do envelhecimento.!* Do ponto de vista bioldgico,
o comprimento dos telomeros ¢ reconhecido como um marcador do envelhecimento
devido a sua correlagdo com a longevidade.*> O comprimento do teldmero funciona como
um reldgio bioldgico uma vez que diminui com a idade.*'** O atrito dos telémeros esta

129,164

associado a vdrias desordens sistémicas , incluindo instabilidade do genoma,

alteracdes epigenéticas e disfungio mitocondrial.* O menor comprimento do teldmero foi

anteriormente associado ao aumento da mortalidade cardiovascular>®73!63

e por todas as
causas.”>!%> Especificamente, idosos apresentam maior taxa de mortalidade quando
comparados aos seus pares com telomeros mais longos.** Além disso, um estudo
incluindo 4.053 chineses acima de 50 anos mediu o CT ao longo de 7 anos e os resultados
demonstraram uma redugdo significante no CT com a idade, tanto transversal quanto
longitudinalmente. E interessante mencionar que o declinio longitudinal individual foi
muito maior do que quando comparado ao declinio transversal entre individuos,

refor¢ando a significancia do dado, mesmo com a presenca da variagao bioldgica inerente

a este tipo de analise.’!'®

Embora a replicagdo celular seja um mediador natural do atrito dos teldmeros,>'°
outros fatores podem afetar negativamente seu comprimento.*” A exposi¢do cronica a
estresses internos como a inflamacao, o estresse metabolico e oxidativo, podem provocar

danos as células do organismo, levando a alteragcdes funcionais que podem influenciar a
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satide, longevidade e a dindmica dos teldomeros.!* Inclusive, a influéncia dos estressores
externos/ambientais no comprimento dos telomeros ¢ apoiada pelas alteragdes redox e
interferéncias de sinalizacdo associadas que comprometem a homeostase do
organismo.>*> Devido ao alto conteido de guanina (G) presente na sequéncia do DNA
telomérico, este parece ser particularmente mais vulneravel aos danos oxidativos.*’*!7
Outro fator que contribui para aumentar a suscetibilidade do teldémero ao dano ¢ que, se
por um lado o shelterin é importante para protecdo do DNA, por outro impede que seja
realizado o recrutamento adequado das proteinas de resposta a danos do DNA (DDR).3%
Por fim, a 8-oxoguanina glicosilase (OGG1), enzima primaria responsavel pela excisao
de 8-0x0G (produto do dano oxidativo do DNA), ndo pode atuar quando o dano esta

presente na fita simples do DNA ou em uma estrutura G-quadruplex dobrada, como no

caso do DNA do telémero, dificultando o processo de reparo do DNA 3!8

A inflamacao cronica e o estresse oxidativo sdo indicados como os principais
mecanismos envolvidos no encurtamento dos telémeros.*!%%3% A inflamacdo cronica
de baixo grau presente na obesidade!® e no envelhecimento (“inflammaging”),!'*>>
estimula a produgdo e secre¢do de citocinas pro-inflamatérias. Neste contexto, a
infiltragdo dos macrofagos no tecido adiposo e na musculatura esquelética, provoca
lipotoxicidade local e, consequentemente, acentua o estresse oxidativo,’®-14%:166.167
Enquanto isso, o estresse oxidativo esta relacionado ndo apenas a disfun¢do mitocondrial
nas fibras musculares,’® mas também ao inflammaging.>> Além disso, o acimulo de
danos oxidativos termina em alteragcdes microcelulares (i.e., modificagdes de bases,
quebras de fita simples do DNA, maior atrito dos teldmeros, alteragdes redox)
contribuindo para o envelhecimento celular e tecidual. °¢67!% Além do risco de

1719 estresse oxidativo esta associado ao encurtamento

desenvolver doengas cronicas,
dos telomeros.'*® Conforme demonstrado em uma recente revisio, seis em cada oito
estudos populacionais relataram marcadores de estresse oxidativo correlacionados com

comprimento mais curto dos telémeros de leucécitos.'*®

O estado de estresse oxidativo parece influenciar também as doencas cronicas que

~ 84 . .
sao acompanhadas por perda muscular.®® Por exemplo, na sarcopenia, existe uma base
patogénica (i.e., exposi¢do cronica ao estresse oxidativo e a inflamagdo) comum entre
comprimento dos teldmeros de leucécitos e atrofia muscular.’® Embora os estudos

observacionais sejam inconsistentes no que diz respeito a relagdo entre o comprimento
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dos telomeros e a sarcopenia,®!13171:319 [ orenzi e colaboradores demonstraram que
individuos com sarcopenia apresentam telomeros de células sanguineas periféricas
mononucleares significativamente mais curtos quando comparados aos ndo sarcopénicos,
mas ndo apresentou associagdo entre CT e medidas de desempenho muscular, sugerindo
que a relacdo encontrada entre CT e sarcopenia seja advindo da reducdo da massa
muscular.® Em contrapartida, outra revisdo sistemdtica mais recente encontrou
associacao positiva entre CT e indices de satde muscular, como forga de preensao,
velocidade da marcha e tamanho muscular em 5 de 9 estudos incluidos, realizados em

adultos de meia-idade e idosos.>!!

Apesar de ainda controversa a relagcdo entre pardmetros de funcionalidade e
telomeros, parece existir uma relacdo entre o CT e a massa e forca muscular. Como
demonstrou um estudo em idosos, a forca muscular de membros inferiores foi
positivamente associada a comprimento de telomeros mais longos, independentemente da
idade, nivel de atividade fisica e outros fatores de confusdo.?! Além disso, outro trabalho
avaliou a relacdo de CT com massa magra apendicular (MMA) ajustada pelo IMC,
conforme proposto recentemente,'!’ e verificou uma fraca associagio entre CT mais curto
e baixa MMA em homens, ¢ entre massa magra de membros inferiores de homens e
mulheres, indicando que a manutencdo da massa muscular ¢ necessario para manter
qualidade de vida em idade avangada e que o menor comprimento do telomero de

leucdcitos pode ser um fator de risco para baixa massa magra.’!®

Na obesidade, ha uma relagdo bem estabelecida na literatura entre indicadores da
sindrome e teldmeros.®!62:%75 Parametros como indice de massa corporal (IMC), relagio
cintura quadril (RCQ), percentual de gordura corporal e outros, foram frequentemente
correlacionados negativamente aos telomeros.®* 13337 Em um estudo com mais de 45.000
mulheres e homens, o comprimento dos telomeros (CT) diminuiu em sete pares de bases
por unidade de aumento no IMC."*® Em outro trabalho com cerca de 2.700 idosos, apos
sete anos de acompanhamento, o CT de leucocitos foi relacionado positivamente a uma

1.7% Apesar de fraca a moderada,

reducdo no IMC e no percentual de gordura corpora
Mundstock e colegas evidenciaram em sua revisao sistematica uma correlacdo negativa
presente entre a obesidade e o comprimento dos teldomeros.®” Logo, vale ressaltar o
potencial efeito no manejo da composigdo corporal, visto que intervengdes de perda de

peso ja foram associadas a uma menor taxa de atrito dos telomeros.'3%!3
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4

Uma vez que o comprimento telomérico ¢ afetado por multiplos fatores (i.e.

Yo . .. . . ; . 41 -
genética, obesidade, fatores nutricionais, comportamento sedentario, exercicio fisico)™ ¢é
plausivel prever que alteragdes no estilo de vida possam levar ao envelhecimento

saudavel e a longevidade.*

2.2 Envelhecimento, Inflamagdo e Estresse Oxidativo

O envelhecimento ¢ um processo degenerativo natural complexo marcado pelo
acometimento multissist€émico nos niveis molecular, celular e fisioldgico, incluindo a
instabilidade genomica, o desgaste dos telomeros, alteracdes epigenéticas, perda de
proteostase, deteccdo desregulada de nutrientes, disfuncdo mitocondrial, senescéncia
celular, exaustio de células-tronco e comunica¢dio intracelular alterada.* A perda
progressiva de tecidos e fung¢des organicas compromete a homeostase do organismo e
contribui para o desenvolvimento de doengas e/ou agravamento das condi¢des ja
existentes.>* A teoria dos radicais livres do envelhecimento postulada por Harman'?®
sustenta a ideia de que o acumulo de danos celulares nas mitocondrias, proteinas, lipidios
e DNA induzidos por ERO explica as disfun¢des do organismo.'*>!'°® Para além das
alteracdes fisiologicas, o estilo de vida pode prejudicar ainda mais a satde neste periodo.>”
7 Geralmente, os niveis reduzidos de atividade fisica, bem como altera¢des nutricionais
(e.g. menor ingestdo de energia, menor consumo de proteinas, preferéncia por alimentos
palatéveis ricos em agtcares e gorduras),*?” juntamente com a influéncia hormonal®**!
respostas anabdlicas deficientes®!%, levam a diminuicdo da taxa metabdlica de repouso,’
acarretando em modificacOes relevantes na composi¢cdo corporal, principalmente na

massa magra'® (massa muscular e 6ssea) e na gordura corporal.!®!!

O excesso caldorico em conjunto com a baixa atividade fisica contribui para as
alteragdes da composi¢do corporal no envelhecimento.?**!3* Os efeitos do acumulo de
gordura (especialmente visceral), associados a reducdo da massa magra decorrente da
idade, podem ser subestimados se ndo considerarmos a redistribui¢do e infiltracdo dos
lipidios no musculo esquelético.”?° Um estudo que acompanhou por 5 anos 1.800 idosos
entre 70 e 79 anos, verificou um aumento do tecido adiposo intermuscular (TAIM)
independente da reducdo da gordura total (tecido adiposo visceral) e da massa magra

(musculo da coxa).?! Esta gordura ectdpica estd associada ao constante balango energético
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positivo tipico da obesidade,® levando a uma desregulacdo do fluxo de 4cidos graxos,
resultando em niveis toxicos dessas substancias no musculo esquelético, fendmeno

22,719

conhecido como lipotoxicidade, que se associa diretamente a resisténcia a insulina

(RI) e a inflamacdo cronica.?>* Tais respostas metabdlicas ocasionam complicagdes

64,141,242,256

musculo-esqueléticas da obesidade, como atrofia e disfungdo muscular, perda

14,20,25 26,27

de for¢a, mobilidade e funcionalidade reduzida.

O excesso de acidos graxos livres (AGL) culmina em maior producao de ERO
devido a B-oxidacdo induzida pela alta disponibilidade de AGL.” A hiperlipidemia
cronica bem como a hiperglicemia provocam alta produgdo de ERO e levam a
lipotoxicidade e glicotoxicidade celular, resultando em inflamacdo sistémica de baixo
grau e estresse oxidativo.”® Apesar da etiologia e causa do inflammaging permanecerem
desconhecidas, as fontes podem ser diversas: macromoléculas e células danificadas que
se acumulam devido ao aumento da producao e/ou eliminagdo inadequada; remodelagao
e desregulacdo relacionadas a idade no sistema imunoldgico (i.e., imunossenescéncia);
disfun¢do mitocondrial e senescéncia celular.*'* Curiosamente, o acimulo das células
senescentes ocorre especialmente no tecido adiposo de individuos obesos,
particularmente na gordura visceral.!"’**> No tecido adiposo obeso, 0 aumento no nimero
(hiperplasia) e no tamanho dos adipdcitos (hipertrofia) resulta na infiltracdo de
macrofagos pro-inflamatorios, que estimulam a producdo e secre¢do de citocinas
inflamatorias.' Por isso, a obesidade também ¢ uma importante fonte de inflamagio que

pode afetar a homeostase das células sauddveis e prejudicar sua fungio.”

Além disso, o envelhecimento estd intimamente associado ao comprometimento
das mitocondrias. A disfun¢do mitocondrial € causada por mutagdes, delecdes e danos ao
DNA mitocondrial’®?’> e esta relacionada a diversas doengas do envelhecimento
(sindrome metabdlica, DCVs, doencas neurodegenerativas e cancer), incluindo
sarcopenia e obesidade.?*® Além de ativar vias de inflamag#o,>'* as mitocondrias quando
danificadas aumentam consideravelmente a produgio de ERO.*'? Inclusive, a capacidade
prejudicada das células musculares em remover as mitocondrias disfuncionais também
pode contribuir para o aumento da producio de ERO.>*! As ERO sdo produzidas
principalmente pelas mitocondrias, na cadeia de transporte de elétrons,*!? e a partir de
outros estimulos, como citocinas inflamatérias.?** Os musculos também sio geradores de

ERO devido ao alto consumo de oxigénio. A reducao no contetido e funcao mitocondrial
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relacionado a idade resulta em um declinio acentuado na capacidade oxidativa/aerdbia

das fibras musculares,’®!%>

e reduzem a eficiéncia na producao de energia, prejudicando
o fornecimento adequado de ATP, ao mesmo tempo que aumenta a liberacdo de
ERO.21:242313 Tajg niveis aumentados causam danos progressivos ao DNA mitocondrial,

criando assim um ciclo vicioso.”®?7

Multiplos fatores intrinsecos estdo envolvidos nas alteragdes de composicao

53

76221 a inflamacdo cronica,”® o

corporal,?!*’3% dentre eles o estresse oxidativo
desequilibrio entre sintese e degradagio de proteinas,’® a resisténcia anaboélica'® e danos
oxidativos. A obesidade e a sarcopenia, tem efeitos moleculares que provocam e/ou que
sdo consequéncias destas mudangas. Um exemplo disso ¢ o indicativo de que a massa
muscular reduzida resulta em menor gasto energético total e leva ao desenvolvimento da
obesidade visceral. Por outro lado, o acimulo da gordura visceral e a infiltragdo de
macrdfagos no tecido adiposo induz a inflamacao cronica e resulta no desequilibrio das

244 cujo impacto no musculo se da por meio de efeitos catabdlicos. Esta

adipocinas,
interacao se retroalimenta continuamente dificultando a distingao de qual delas seria a

causa primaria dos impactos.®

O estresse oxidativo ¢ caracterizado por uma superproducao de ERO que excede

64147 ¢ estd substancialmente relacionado ao

os sistemas de defesa do organismo
envelhecimento.'* O estresse oxidativo ¢ frequentemente proposto como causa direta
devido ao aciimulo dos multiplos danos oxidativos causados aos componentes celulares
(proteinas, lipidios e DNA)® e a perda do equilibrio redox.?** Nos idosos, o equilibrio
redox ¢ de extrema importancia uma vez que, em concentracdes fisiologicas, as ERO
participam como mensageiras na regulagdo de diversas vias de sinalizag¢do intracelular,
como por exemplo a via de sinalizagdo da insulina/fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF-1).1%2* O estresse oxidativo também pode ser compreendido como uma
sinalizacdo aos tecidos, cuja indu¢do das vias de reparo tenta restaurar a homeostase de
um sistema desafiado.!®> As adaptagdes ao estresse oxidativo incluem aumento do fluxo
sanguineo e das defesas antioxidantes, buscando retomar o estresse a niveis fisiologicos
evitando assim o acimulo dos danos oxidativos, e indugdo de inflamacio.’>*!*> Com a
idade, a producdo de oxidantes ¢ aumentada advinda de fontes variadas e as enzimas e a
capacidade antioxidante é atenuada.”®”® A partir disso, o estresse oxidativo pode

comprometer as sinalizagdes celulares e acelerar o envelhecimento.>*’
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O actimulo lipidios intramiocelulares (IMCLs) e seus metabdlitos interagem com
peroxidos formadores de ERO, promovendo lipotoxicidade nas mitocondrias,”
contribuindo com a disfun¢do mitocondrial.’***> Enquanto isso, os niveis aumentados de
ERO também inibem a funcdo mitocondrial, levando ao maior acimulo de IMCLs,
criando assim um ciclo vicioso de lipotoxicidade que também se relaciona com RI.3%:166
Tanto a glicotoxicidade quanto a lipotoxicidade aumentam a suscetibilidade a RI,
sindrome metabolica e sarcopenia, entre outras doengas.”® Como a qualidade e a massa
muscular sdo essenciais na captacdo de glicose, a sarcopenia frequentemente coexiste
com a resisténcia a insulina do musculo esquelético.?** De fato, marcadores de estresse
oxidativo circulantes estao presentes em sarcopénicos ¢ também foram relacionados ao

risco de doenga cardiovascular na obesidade sarcopénica.®®

O avanco da idade per se resulta em desregulacio da proteostase (homeostase do
metabolismo de proteinas), originando o acimulo de proteinas mal dobradas e
agregadas.”® As alteragdes na qualidade do musculo diminuem a eficiéncia na contragio
da fibra, reduzindo forca e poténcia muscular nos idosos.””” Além disso, a detec¢io
desregulada de nutrientes presente no envelhecimento®® implica na redugdo da
sensibilidade a insulina. A insulina é fundamental para a contra¢cdo muscular e regulagio
da glicose, permitindo sua captagdo e utilizacdo como fonte de energia intracelular para
producdo de adenosina trifosfato (ATP). Ainda, a insulina ¢ o principal hormdnio
regulador da sintese de proteina. Logo, sua sinaliza¢cdo prejudicada resulta em contragao
mais fraca e atrofia de fibras musculares.?>® Além disso, em conjunto com a desregulacio
de IGF-1, a Rl inibe a sintese de proteinas.’® Tanto a RI quanto a disfungdo mitocondrial

decorrente da idade, influenciam a perda de massa muscular.'®

A presenca da obesidade reforca o desenvolvimento de RI uma vez que o mau
funcionamento da insulina parece ser advindo do acumulo de lipidios intracelulares e da
dificuldade em oxidar acidos graxos mitocondriais,*® com seus metabdlitos acumulados
desregulando a via de sinalizacdo da insulina.’®”® Assim, a infiltracdo lipidica no musculo
esquelético presente na obesidade € capaz de induzir a RI, independentemente da gordura
visceral. No entanto, a obesidade visceral ¢ responsavel pela liberacio de AGLs no
plasma, os quais inibem a sintese de proteina muscular e favorecem RI no musculo
(Figura 4).1%?° Logo, o estado inflamatorio da obesidade compromete a sintese proteica

195,260

através da producao de citocinas pré-inflamatorias intramusculares, além de reduzir
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a sensibilidade a insulina'®® e deixar sua acdo menos eficiente.'®?®" Realmente, altos
niveis dos marcadores inflamatérios interleucina-6 (IL-6), proteina C-reativa (PC-R) e
fator de necrose tumoral alfa (TNFa) foram anteriormente associados ao aumento da
massa gorda e a baixa massa e forga muscular em idosos.?**73%7 Assim, podemos dizer
que a inflamacdo ¢ diretamente responsavel por alteragdes negativas do metabolismo
proteico ou até mesmo através de um envolvimento da RI, resultando em prejuizo na agao
anabolica da insulina e consequente perda de massa muscular e fungdes

musculares,8>166-260

Da mesma forma, o estresse oxidativo no envelhecimento prejudica a sinalizagdo
e a¢do da insulina,” e interfere diretamente na proteostase, comprometendo a qualidade
muscular e refor¢ando ainda mais a sarcopenia.!*® O aumento das ERO no musculo foi
associado a RI, ao desenvolvimento de DM2 e ao mau funcionamento muscular em
obesos.?!* Além disso, os danos a0 DNA mitocondrial ocasionados pelo estresse oxidativo
resultam em apoptose dos midcitos contribuindo para o declinio do volume muscular.?**
A producdo excessiva das ERO ativa o sistema ubiquitina-proteassoma levando a maior
degradacio de proteinas.!?® A perda muscular, por outro lado, reduz a qualidade dos
tecidos-alvo responsivos a insulina,'” levando a hiperinsulinemia, hiperglicemia, maiores
niveis de toxicidade e a inflamac3o cronica.!*>!46170 De fato, a produgio elevada de ERO
nas mitocondrias do musculo esquelético de idosos induz a modificagdes pos-
translacionais que comprometem a fung¢io da proteina muscular.*®® Desta forma, o
desequilibrio redox no envelhecimento estd intimamente ligado & perda muscular e a

reducdo da funcionalidade.>*

A disfunc¢do mitocondrial resulta em menor producao de ATP e maior produgado de

ERO, exacerbando a perda muscular®® Se a disfungdo mitocondrial no musculo

esquelético causa a RI ou, em vez disso, surge como consequéncia dela ainda precisa ser
. 85 . . ~ .

melhor esclarecido.®” No entanto, fica evidente que a interagdao entre esses mecanismos

leva a menor capacidade oxidativa e prejudica a qualidade e funcionamento do musculo,

além de contribuir para distirbios no metabolismo de proteinas'® e amplificar os efeitos

negativos no desenvolvimento e progressdo da sarcopenia relacionada a idade.*

Apesar da capacidade antioxidante reduzida ao longo do envelhecimento,’®® o

dano oxidativo ¢ normalmente prevenido por defesas antioxidantes enzimaticas (i.e.,
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superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase) e ndo enzimaticas®*!4” A prote¢io
contra ERO normalmente ocorre por reagdes enzimaticas envolvendo superdxido
dismutase (SOD), catalases (CAT), glutationa peroxidases (GPx) e reagdes nao
enzimaticas com antioxidantes enddgenos (i.e., sistema glutationa (GSH)).'*>*?! No
entanto, considerando a imunosenescéncia presente no envelhecimento, as defesas do
organismo sdo reduzidas e incapazes de reparar os danos, desencadeando senescéncia
celular (mecanismo fisioldgico que interrompe a proliferacao celular em resposta a danos
que ocorrem durante a replicacdo) e o acumulo das células senescentes termina
aumentando a suscetibilidade a doencas e morte.!”**%-22! Curiosamente, ¢ mais eficiente
para atenuar os efeitos do envelhecimento induzir os sistemas antioxidantes enddgenos
do que adicionar antioxidantes a um sistema comprometido sem enzimas capazes de

utiliza-los.> "3

Assim, o estresse oxidativo aparece como mecanismo central na patogénese do

253 & de outros distarbios metabolicos induzidos pelo declinio da massa

envelhecimento
muscular (Figura 4) e pelo acimulo de gordura visceral (Figura 5).2** Os idosos com
obesidade sarcopénica estdo em um estado altamente inflamatério. A lipotoxicidade e
disfungdo mitocondrial decorrentes tanto do envelhecimento quanto da obesidade

170234 & perda muscular em pessoas

promovem o desenvolvimento da resisténcia a insulina
obesas.?> Logo, é possivel entender o papel e a relagio entre a disfun¢io mitocondrial,
resisténcia a insulina, a inflamacgao cronica e o estresse oxidativo no envelhecimento e os
efeitos deletérios desta interacdo no metabolismo da glicose e, principalmente, das
proteinas, os quais prejudicam a massa muscular, a assim, repercutem o desenvolvimento

e/ou agravamento das condigdes sarcopenia e obesidade.
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Figura 4. Mecanismos do envelhecimento e a relagdo com atrofia muscular. Adaptado de Kositsawat et al.,
20213!° O envelhecimento esta relacionado a niveis aumentados de estresse oxidativo, inflammaging e

comprometimento do metabolismo de proteinas.



34

Acidos Graxos Livres
Adipocinas

—_—

Tecido Adiposo

Capacidade oxidativa Acumulo de AGL e
deficiente . lipidios derivados
/ HSintese proteical
Disfuncao I
mitocondrial Prejuizo nas vias de
iniciacdo da traducao

I \ LIPOTOXICIDADE
e

-

INFLAMACAO

CELULA
MUSCULAR

Insulina

Figura 5. Mecanismos da obesidade ¢ influéncia do tecido adiposo na célula muscular. Adaptado de Guillet
et al., 2012.2° Os 4cidos graxos livres (AGL) advindos do tecido adiposo se infiltram no musculo
esquelético e as citocinas pro-inflamatorias geram inflamagdo, contribuindo para resisténcia a insulina e

lipotoxicidade, interferindo negativamente no metabolismo das proteinas.

2.3 Obesidade Sarcopénica

A obesidade sarcopénica (OS) combina o excesso de tecido adiposo com a
redu¢do e disfungdo muscular relacionada a idade, coexistindo sarcopenia e

2829 estabelecendo uma relagio complexa entre si. Enquanto a sarcopenia

obesidade,
ocorre com o envelhecimento e ¢ frequentemente acompanhada por um actimulo de
gordura, a obesidade pode causar sarcopenia de forma independente, uma vez que fatores
adjacentes da obesidade podem afetar negativamente a sarcopenia.>* A sarcopenia é ainda
mais comum entre os idosos com doengas metabdlicas (e.g. diabetes mellitus), indicando

uma relagdo bidirecional entre as duas condigdes (obesidade e sarcopenia).'** '** Quando

presentes simultaneamente, a sarcopenia e a obesidade resultam em maiores prejuizos na
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qualidade de vida do que quando comparado a presenca de uma delas isoladamente. !>3%-!

Trata-se de uma condicao multifatorial, que engloba o estilo de vida sedentario, hébitos
alimentares pouco saudaveis e ¢ associado a RI, a inflamacdo sistémica e estresse
oxidativo.'"* Embora os critérios exatos para o prognostico da obesidade sarcopénica
ainda ndo sejam consensuais, sua relevancia para a saude populacional ¢ inegavel visto
que, além de afetar a funcionalidade do idoso, potencializa o risco de desenvolvimento

da sindrome metabolica, DCVs e mortalidade.?®%9-32-34

A inflamagao cronica de baixo grau presente na obesidade sarcopénica ¢ causada
principalmente pela presenca das adipocinas e seus metabodlitos no tecido adiposo
visceral, intermuscular e intramuscular, as quais atraem células imunes pro-inflamatorias,
proporcionando um ambiente altamente inflamatério.?***** Este mecanismo esta

\

diretamente associado a inflamacdo cronica?®?’

e resulta em complicagdes como
lipotoxicidade, deposicdo de gordura, desregulagdo do fluxo de é4cidos graxos, padrdo
alterado de expressdo de adipocinas.>?> A IL-6 e a proteina C-reativa (PC-R) sdo

importantes marcadores inflamatorios e seus niveis aumentados estdo relacionados ao

256,320 82,322,323

envelhecimento e ja foram anteriormente associados a inflamacao cronica.

Como demonstra o estudo realizado incluindo 130 mulheres com mais de 60 anos,
pOs menopausa, todos os marcadores inflamatorios mensurados (IL-6, TNFa e PC-R)
foram aumentados nas mulheres com obesidade sarcopénica do que quando comparadas
aos seus pares com auséncia desta sindrome,*** mas somente a IL-6 atingiu significancia
estatistica. Além disso, assim como a IL-6, a PC-R foi significativamente correlacionada
(P<0,01) com IMC, massa gorda e CC, considerados fenétipos relacionados a 0S.32° De

fato, os marcadores inflamatorios aumentam com o avango da idade?*°

e foi sugerido que
a inflamag¢do relacionada pode estar envolvida na patogénese da obesidade
sarcopénica.®>?’ De fato, tanto o tecido adiposo intermuscular quanto os metabdlitos
lipidicos intramusculares podem causar prejuizo na oxidacdo dos acidos graxos
mitocondriais, aumento da lipolise e aumento do estresse oxidativo.** Esses eventos

podem induzir disfun¢do mitocontrial,®

promover lipotoxicidade, RI, resultando em
diminui¢do da massa muscular.>* As citocinas pro-inflamatdrias parecem comprometer a
acdo anabolica do fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF1) e induzir a
diminui¢do da massa e fungdo do musculo esquelético.®* A insulina promove

fundamentalmente a sintese proteica quando ha disponibilidade de aminoacidos, assim a
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RI no musculo esquelético contribui para a redugdo da massa muscular.!*+1% Acredita-se
que estes fatores em conjunto possam exacerbar a inflamag¢ao no musculo esquelético,

desencadeando e apoiando o desenvolvimento de OS.%

A perda progressiva de massa e forca muscular esquelética ¢ resultado esperado
do processo de envelhecimento.!>!>!42 A atrofia das fibras musculares do tipo II, o

numero reduzido de neurdénio motores e mitocondrias, '4%!4!

e o referido acimulo ectdpico
de gordura intramuscular caracterizam a sarcopenia.'*! O metabolismo da proteina
muscular é prejudicado nos idosos principalmente devido a resisténcia anabdlica.!®> Ao
contrario do que se imaginava, o declinio na massa muscular relacionado a idade nao se
deve a uma quebra aumentada de proteina muscular (MPB), mas a uma sintese
prejudicada devido a uma resposta deficiente aos estimulos anabdlicos (i.e., insulina,

aminodcidos e exercicio).!-?” Além disso, o papel da inflamacdo na regula¢io do

metabolismo da proteina muscular tem ganhado cada vez mais destaque.?>® Numerosos

320,322 307,324

estudos transversais e longitudinais verificaram a relag@o entre massa muscular
e inflamacdo. A titulo de exemplo, Yang e colaboradores compararam a resposta
inflamatéria entre 844 1idosos sarcopénicos, obesos, obesos sarcopénicos € nao
sarcopénicos ou ndo obesos e observaram que, dentre os marcadores mensurados (IL-6,
TNFa e PC-R), os niveis da PC-R foram maiores entre os individuos obesos e obesos

sarcopénicos.>?

Apesar das evidéncias, ndo esté claro se o perfil inflamatorio esta mais relacionado
a baixa massa magra ou ao excesso de massa gorda.’* No entanto, a IL-6 mais alta foi
correlacionada a valores mais baixos de forca muscular. Vale ressaltar que no estudo de
Dutra e colegas, a massa livre de gordura relativa foi estatisticamente associada de forma
positiva aos valores da PC-R, porém quando controlada pela varidvel de massa gorda, a
correlagdo ndo se manteve, sugerindo uma possivel maior influéncia da adiposidade.**
Esta ideia estd em concordancia com um trabalho anterior que demonstrou que a
associagdo entre sarcopenia e inflamagiio é dependente dos indices de adiposidade.’?
Apesar das correlagdes entre marcadores inflamatérios e indices de adiposidade na OS, a
associacao entre for¢a muscular e OS ainda ndo foi totalmente elucidada. Porém, a
combina¢do de maior massa gorda e baixa massa muscular parece determinar um risco
aumentado para o aparecimento de inflamagdo de baixo grau do que cada condigdo

isoladamente.>?°
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A obesidade e a sarcopenia compartilham caracteristicas de sua fisiopatologia,
dentre estas, a RI, inflamacao, alteragdes hormonais decorrentes da idade (declinio do
hormdnio do crescimento, testosterona e estrogénio), falta de atividade fisica e estresse
oxidativo.’?® O estresse oxidativo é um fator critico de interligacdo entre as sindromes.3%’
Na sarcopenia, a disfun¢io mitocondrial ocorre devido aos danos oxidativos a0 DNA% e,
ao mesmo tempo, os mecanismos de reparo do DNA estdo comprometidos devido ao
excesso de ERO.?*! Além disso, a remocao das mitocondrias disfuncionais ¢ inadequada,
perpetuando o estresse oxidativo.®* Consequentemente, ha uma diminui¢io na quantidade
e qualidade mitocondrial, prejudicando a produgao de ATP, ativando vias apoptoticas e
induzindo a perda de fibras musculares.®*’® Na obesidade, também ocorre inibi¢do da
funcdo mitocondrial devido ao estresse oxidativo, acarretando em prejuizo a sinalizagdo

da insulina, induzindo ao catabolismo muscular, levando ao desenvolvimento/refor¢o da

IR e ampliando a inflamagdo.!”°

Assim, o estresse oxidativo causa obesidade sarcopénica nos idosos por meio da
disfun¢ao mitocondrial, do estresse do reticulo endoplasmatico (RE) e do desequilibrio
no controle da massa muscular.>?*32° O comprometimento de tecidos envolvidos no OS
(principalmente, tecido adiposo e musculo esquelético), induz disfun¢do tecidual,
incluindo disfungdes mitocondriais e estresse do RE. Ainda, o desequilibrio na via de
controle da massa muscular e na funcao das células satélites afeta diretamente a massa
muscular contribuindo para a perda.**® Além disso, a producio elevada das ERO nas
mitocondrias do musculo esquelético de idosos leva a producdo de estresse oxidativo
local e induz modifica¢des pds-translacionais, que comprometem a funcdo da proteina

muscular,?>330

Poucas sdo as evidéncias do efeito do estresse oxidativo na obesidade sarcopénica.
No entanto, a relacdo entre o mecanismo e a sindrome da OS j4 foi apontada em um estudo
em que marcadores de estresse oxidativo [GSH, glutationa oxidada (GSSG),
malondialdeido plasmatico (MDA) e 4-hidroxi 2-nonenal (4-HNE)] foram aumentados
em individuos idosos com obesidade sarcopénica em comparagdo aos nao sarcopénicos

nio obesos, sarcopénicos nio obesos e ndo sarcopénicos obesos.®®

Uma vez que a obesidade sarcopénica compartilha dos mecanismos patologicos

82,85

da inflamagdo cronica e do estresse oxidativo, ¢ possivel inferir que a condi¢ao

exacerbe o0 atrito sob os teldmeros.?”%*#3 De fato, ha evidéncia de marcadores circulantes
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de estresse oxidativo aumentados em obesos sarcopénicos quando comparados a
individuos com qualquer uma das condi¢des isoladas.®**® Além disso, a obesidade
sarcopénica parece estar associada ao encurtamento dos telomeros e pode representar um
fator de risco importante para o envelhecimento acelerado.® Assim, ¢ fundamental o

desenvolvimento de estratégias de tratamento da obesidade sarcopénica.’

Como a OS ¢ uma sindrome multifatorial, o tratamento também deve abranger
interven¢des multiplas.'* Intervengdes no estilo de vida parecem ser mais eficazes na
melhoria na qualidade de vida e funcionalidade de idosos.”!*? Exercicio fisico e nutri¢io
sdo essenciais para melhorar a qualidade miocelular e a resposta da MPS, preservando
assim a massa muscular durante o envelhecimento.'”? Além disso, preservar a massa
muscular ¢ uma estratégia eficaz para mitigar as complicagdes metabolicas e fisicas
relacionadas ao envelhecimento e a obesidade, com o objetivo final de manter a
independéncia funcional e a qualidade de vida dos idosos com obesidade.??” Um trabalho
demonstrou que mulheres idosas com obesidade treinadas exibem menor inflamagao
subcutanea, menor expressao de marcadores de estresse oxidativo, menor infiltragdo de
macréfagos pré-inflamatérios em comparagdo com suas contrapartes sedentarias.’>! Além
disso, os resultados de uma revisao sistematica com meta-analise recente indicaram que
intervengdes envolvendo controle caldrico e exercicios adequados podem reduzir a
gordura corporal.”> De maneira geral, as interveng¢des eficazes para reduzir gordura devem

conter baixa caloria, gordura controlada e aumento da quantidade de exercicio.'>

Nao obstante, outras revisdes destacaram o efeito do exercicio fisico na reducao
de gordura corporal, aumento de forga muscular e melhora da funcionalidade.!>*167-193
Embora o efeito na massa muscular seja inconsistente, o exercicio combinado com
interven¢des nutricionais mostra um efeito significativo no seu aumento.'*® Assim, os
efeitos combinados do exercicio e intervencdes nutricionais sobre a massa muscular e a

for¢a muscular requerem uma exploragdo adicional.
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Figura 6. Patogénese ¢ consequéncias da obesidade sarcopénica. Adaptado de Jung et al., 2023.3%8

2.4 Restricdo calorica

A restri¢do calorica (RC) é uma das principais estratégias nutricionais propostas
para perda de peso no tratamento da obesidade sarcopénica.’®**1%® A RC consiste em uma
restricdo energética sustentada em comparagdo ao consumo habitual, considerando a
ingestio adequada de nutrientes (carboidratos, gorduras, proteina e micronutrientes).”® No
tratamento com RC, um déficit energético entre 200 a 700 quilocalorias (kcal) por dia,

mostrou-se seguro e eficaz na perda de peso de idosos com obesidade e sarcopenia.’®

De fato, a literatura aponta resultados benéficos na perda de gordura corporal
utilizando a estratégia de restri¢ao calorica. A aplicacdo de um protocolo de 500 a 750
kcal de déficit energético por dia em relagdo a ingestdo habitual mantendo 1g de proteina
por quilo de peso corporal por 6 meses conferiu uma perda moderada de peso corporal,
com cerca de 75% sendo tecido adiposo e aproximadamente 25% da perda sendo massa
livre de gordura (MLG).??® Ainda, um ensaio clinico randomizado (ECR) de Bouncheville
e colaboradores avaliou a diferenga entre a RC sozinha e/ou associada a um programa de
exercicio fisico em idosos obesos frageis durante um ano. Os resultados mostraram
redugdo na perda de peso corporal para ambos os grupos, sem diferenca estatistica. Além

da gordura visceral, os grupos apresentaram melhorias em outros parametros clinicos
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como a sensibilidade a insulina e inflamag¢ao (TNFa, adiponectina), mas somente a

presenca do exercicio fisico manteve os beneficios apds 6 meses.>*?

Um exemplo cléassico dos efeitos da RC no envelhecimento ¢ o CALERIE
(“Comprehensive Assessment of Long-term Effects of Reducing Intake of Energy’) que
originou um ECR com objetivo de analisar dois anos de 25% restricdo calorica nos
marcadores de longevidade de 220 individuos saudaveis ndo obesos.*>** A composic¢io da
dieta exigia apenas o consumo da quantidade minima de micronutrientes € o0s
participantes recebiam diariamente suplemento multivitaminico, mineral e calcio para
ajudar a garantir a ingestao adequada. A maioria dos participantes perderam massa gorda
com a dieta quando comparados ao grupo controle (dieta ad libitum), porém houve perda
de 4% de MLG.**> Em um estudo anterior do CALERIE, a RC proporcionou 10% da
perda de peso corporal, reduzindo 27% da gordura visceral.2!® 3¢ Apesar de a populagio
estudada ndo possuir altos niveis de gordura ectopica, o contedtdo de gordura
intramiocelular foi significativamente reduzido apds 24 meses, além de melhorar a

sensibilidade a insulina.>?’

Os efeitos da RC ndo se limitam a perda de peso corporal total e/ou a redugao da
adiposidade.?!' A RC com aporte adequado de nutrientes essenciais é considerada padrio
ouro para retardar o envelhecimento em diversas espécies.”'? Em humanos, a RC provoca
alteragdes moleculares e metabolicas que ajudam a prevenir diversas doencas

lacionadas a idad dpria obesidade e DM2 168213215218 Algm de efei
relacionadas a idade, como a propria obesidade e . ém de efeitos
benéficos adjacente no estresse oxidativo®®, a RC aumenta a expectativa de vida e/ou

reduz patologias e fatores de risco dependentes do envelhecimento.!”

Uma restricdo energética de 10 até 30% da ingestdo habitual ¢ capaz de
proporcionar beneficios na satde e no envelhecimento.®*!3 Na versio piloto com duragdo
de 6 meses (CALERIE 1) foram observadas reducdo na fragmentagdo do DNA, sugerindo
menor dano oxidativo?!® e o estudo de maior duragdo (12 e 24 meses) demonstrou de fato
reduc¢do no biomarcador de estresse oxidativo (F2-isoprostano).?!>** Ainda, a RC parece
melhorar o conteudo de DNA mitocondrial e a expressdo de genes codificadores de
proteinas envolvidas na fungio mitocondrial, indicando maior eficiéncia energética.’*’
Por fim, efeitos anti-inflamatorios também foram encontrados como resultado da RC por
340,341

meio da reducdo nos niveis séricos de TNFa e PC-R nos protocolos mais longos.

Em conjunto, estes fatores dao indicios de que a RC tem influéncia no retardo do
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envelhecimento em humanos. E importante ressaltar que a populacdo dos estudos
supracitados era jovem e saudavel. Assim, cuidados sd3o necessarios ao interpretar e
extrapolar os dados bem como ha necessidade de reproduzir os achados na populagdo

idosa com obesidade sarcopénica.

Apesar dos resultados favoraveis induzidos pela RC na modulacao de processos
relacionados ao envelhecimento, at¢ o momento pouco foi relatado sobre a associagao
direta desta estratégia com os telomeros. Alguns trabalhos investigaram sobre a ingestao
de energia e o CT,"**!*° mas apenas dois deles avaliaram a relacdo direta entre a RC e o
CT em adultos mais jovens e apresentaram resultados inconsistentes.!”*!”> Enquanto um
observou associagdo positiva entre RC e CT, o trabalho mais recente observou desgaste
maior dos teldmeros na fase da perda de peso, mas nio na fase de manutengdo.!”
Ademais, outro estudo com objetivo de comparar uma interven¢do baseada em dieta
mediterranea com restri¢ao energética e promogao de atividade fisica a um grupo controle
(sem RC e sem aconselhamento para perda de peso), ndo demonstrou alteragdes no CT.>#
Uma possivel razdo para os resultados inconsistentes na literatura pode ser a dificuldade
em separar os efeitos da RC e da perda de peso relacionada a obesidade, uma vez que os
telomeros parecem responder positivamente a intervengdes de perda de peso induzida por

dieta, exercicios ou cirurgia.'%!%

Sabe-se que dietas muito restritivas (cerca de 40% da energia) podem levar a
graves prejuizos ao organismo, incluindo redu¢do na massa magra (massa Ossea e
muscular).”>**?* Nao somente a ingestdo de energia drasticamente reduzida, mas também
a menor qualidade da dieta (variedade, perfil de macronutrientes e conteido de
micronutrientes) aparenta ser igualmente prejudicial.’** A recomendagio para a
populagdo idosa ainda permanece em discussao devido aos efeitos deletérios induzidos
pela RC na massa muscular e 6ssea.!%>??% Conforme visto, a RC melhora a qualidade de
vida e funcionalidade em idosos com obesidade mas esta associada a perda de massa
magra e ao aumento no risco de fraturas.>*> Mesmo que a RC apresente adaptacdes
moleculares eficazes no combate a sarcopenia, as redugdes observadas na massa e forca
muscular de individuos mais velhos pode afetar adversamente a sarcopenia.’® Portanto,
estratégias complementares a RC a fim de atenuar os efeitos deletérios na for¢a, massa
muscular e funcionalidade sdo fundamentais para manter e/ou melhorar a saude geral dos

1dosos com obesidade sarcopénica.
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2.5 Treinamento fisico

O exercicio fisico esta entre as intervengdes ndo farmacoldgicas mais
recomendadas para o tratamento da obesidade sarcopénica.’!'¢"19 A literatura atual
demonstra efeitos positivos na composi¢ao corporal, massa muscular, for¢a, poténcia e
desempenho fisico a partir da pratica de atividade fisica.>*> Melhorias no percentual de
gordura corporal, na massa muscular apendicular, bem como em parametros de
funcionalidade (velocidade da marcha e forca de preensao manual) ja foram apresentados
anteriormente.?'*>17-193 De maneira geral, o exercicio fisico para idosos traz adaptagdes
relevantes na pressao arterial, na capacidade aerdbia e no metabolismo dos lipideos e da

glicose.>®

Poucos trabalhos investigaram a modalidade de exercicio ideal para os idosos com
OS, mas melhorar a composi¢do corporal parece ser um recurso terapéutico fundamental
no tratamento.**® Se por um lado a RC ¢ crucial para reduzir a gordura corporal,”® por
outro, o exercicio fisico ¢ amplamente utilizado como contramedida a fim de minimizar
os efeitos adversos da RC na massa magra.!?>!5315% Curiosamente, o treino de forga
realizado durante 24 semanas com uma frequéncia de 3 vezes por semana, apesar de nao
reduzir a massa gorda, induziu um aumento significativo na massa livre de gordura em
mulheres idosas com obesidade sarcopénica e melhorou o indice OS em relacao ao grupo
controle.>*’*8 Nesta mesma linha, Liao e colaboradores mostraram que trés meses de
exercicio de forca utilizando a resisténcia de elasticos foi capaz de melhorar a massa

magra em mulheres idosas com OS.3*

O treinamento combinado também se mostrou adequado para preservar a massa
muscular e 6ssea durante um programa de perda de peso em idosos!® Villareal e
colaboradores demonstraram que combinar o exercicio de forca e aerdbio na mesma
sessdo preservou relativamente a massa magra, além de ser mais eficaz para melhorar a
funcionalidade em adultos obesos mais velhos.!? Assim, o exercicio fisico é capaz de
diminuir a progressao da OS através das adaptagdes promovidas pelo treino de forga (i.e.,

diminuicdo das citocinas inflamatérias e aumento da fun¢do mitocondrial)**7-*4

e pelo
treino aerobio (i.e. preservacao da massa muscular, melhor fluxo sanguineo muscular e

diminuicdo do estresse oxidativo).**® Vale destacar que combinar o treino de forga e
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aerobio resultou em reducdo adicional de gordura ectopica (tecido adiposo visceral e

TAIM) quando comparado a uma intervengio de tinica modalidade.??’

Assim, o treinamento combinado parece interferir positivamente na qualidade
muscular.>>! Um estudo recente comparou o efeito entre o exercicio aerdbio, de forga e
combinado durante 6 meses de RC com uma ingestdo de proteina de 1g/kg/dia e os
resultados demonstraram que o treino combinado foi capaz de melhorar a sintese de
proteina muscular e a qualidade do musculo esquelético, além de preservar a massa
muscular em adultos mais velhos e obesos.**! Esta literatura reforca a importancia do
exercicio fisico, especificamente, do treinamento combinado em idosos, mas chama a
aten¢do para uma necessidade de combinar mais estratégias, como a suplementagdo de
proteinas, para conter o efeito adverso do processo de emagrecimento em idosos com

obesidade sarcopénica.

O exercicio fisico estd atrelado a outros beneficios relacionados a longevidade,
incluindo altera¢ao na inflamag¢ao, na fun¢do mitocondrial, no estresse oxidativo e no
comprimento dos teldmeros. Por exemplo, o exercicio fisico parece ter papel importante
na reducdo de marcadores inflamatérios de individuos com obesidade
sarcopénica.***°23% Uma recente revisdo sistematica e meta-analise com doze estudos
incluidos (onze ECR e um ensaio clinico ndo randomizado) comparou os efeitos de trés
tipos de exercicio [aerobio, forca e combinado (aerdbio + for¢a)] na composicao corporal,
massa e for¢a muscular, no desempenho fisico e nos pardmetros hematologicos de idosos
com 0S.**¢ Os resultados mostraram que o treino aerébio é eficaz na redugdo do peso
corporal e do IMC, enquanto o treino de for¢a melhora a porcentagem de gordura corporal
e os indicadores de massa muscular (MMA e IMMA). O treino combinado também foi
capaz de melhorar o IMC, porcentagem de gordura e IMMA nos idosos com sarcopenia
193,352,354

e obesidade.**® Outros trabalhos estio em concordancia com estes resultados,

revelando o potencial do treinamento combinado para o tratamento da OS.

Curiosamente, a revisdo sistematica supracitada ndo demonstrou alteracdes
positivas no IGF-1 e nos marcadores inflamatorios, mostrando que a literatura sobre os
efeitos do exercicio fisico na inflamagio ¢ ambigua.**® Em contrapartida, um trabalho
demonstrou que tanto o treino aerobio quanto o de for¢a sdo capazes de reduzir a [L-6 em
mulheres mais velhas.>> Ainda, um treino de forca de dezesseis semanas foram

suficientes para prevenir o aumento de IL-6 em mulheres p6s menopausa quando
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comparado a um treino de forcar de menor volume,*>® indicando que a inconsisténcia
entre os resultados pode estar relacionada a dose-resposta do exercicio, mas nao descarta

sua eficacia.

Durante o envelhecimento, as deficiéncias nutricionais somadas ao estilo de vida
sedentario e a presenca de comorbidades concorrem pela capacidade antioxidante do
organismo e aumenta consideravelmente a suscetibilidade ao estresse oxidativo.?®* As

241

mitocOndrias afetadas™' sdo boas respondedoras do exercicio fisico. O exercicio aerdbio

63 como a biogénese

ja demonstrou a adaptagdes positivas no musculo esquelético,’
mitocondrial, gerando maior eficiéncia das mitocondrias (oxida¢do de maior quantidade
de AGL na produgdo de ATP). E importante destacar que a resposta do estresse oxidativo
as intervengdes baseia-se no conceito de hormese, em que diferentes concentracdes de
ERO interferem no sistema redox, isto €, baixos niveis podem beneficiar o musculo
esquelético, enquanto a alta producdo pode trazer danos.?®’ Por exemplo, o exercicio
fisico extenuante excede os niveis de ERO, levando a uma perturbacao celular através do
aumento do dano oxidativo e do processo inflamatorio.?6%2%° Assim, manter equilibrado
o estado redox ¢ a chave para um envelhecimento saudavel.!* Ja foi demonstrado na
literatura que a pratica regular de exercicio fisico melhora a atividade antioxidante e apoia
a homeostase do sistema redox.”®?’° Ao contrario do que ocorre agudamente apds o
exercicio,?’! as adaptagdes cronicas estdo associadas a redugdo nos marcadores de estresse

oxidativo e ao aumento da capacidade antioxidante enzimatica e ndo enzimdtica em

individuos de meia-idade e idosos.?”?

Tanto o treino aerdbio com intensidade moderada (entre os dois limiares
ventilatorios; 50-80% do VO2max) a uma frequéncia de 2 a 3 sessdes por semana*’ como
o treinamento de for¢a de 12 semanas realizado pelo menos 2 dias por semana®” se
mostraram doses suficientes para reduzir o estresse oxidativo relacionado a idade.
Especificamente, a intensidade moderada realizada de forma cronica parece ser crucial
para melhorar a fungdo mitocondrial e proteger os idosos dos danos advindos do estresse

240 além de induzir a respostas adaptativas a maquina de reparo do DNA.?7

oxidativo,
Durante o exercicio fisico, hd producdo de enzimas antioxidantes que protegem o
DNA.?2® As principais defesas enzimaticas sdo SOD, CAT e GPx**° e suas concentragdes

podem ser modificadas por exercicio e nutrigdo.?’®
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O beneficio do treinamento fisico parece se estender a biologia dos telémeros.’*
103-106 Apesar dos resultados inconsistentes,**’ a atividade fisica ja se mostrou eficiente

107-109

em retardar o encurtamento dos teldomeros e/ou até alonga-los, sugerindo que

alteragdes no estilo de vida podem influenciar o comportamento dos telomeros.!!%!!!
Diversos estudos observacionais relataram associagdes positivas entre atividade fisica e
o CT.7LI06IILI2228.358-360 Niyeis moderados de atividade fisica sio mais comumente

8 enquanto baixos ou niveis excessivos

associados aos telomeros mais longos,’
correlacionam-se com teldmeros mais curtos.!®3%° Uma revisdo sistemética e meta-
analise de Mundstock e colaboradores concluiu que as evidéncias nao tem qualidade
suficiente para confirmar a associacdo entre atividade fisica e CT. A maioria das

iacdes sdo fi deradas,®! doi d 1 fi iaca
associagdes sdo fracas a moderadas,’®’ e apenas dois estudos relataram forte associagdo

positiva, 1338

A intensidade, dura¢dao, bem como a modalidade do exercicio ideal ainda precisam
ser aprofundadas.”** O exercicio aerdbio parece aumentar o comprimento dos

104, 07,108, 111-113 5 55sivelmente por meio da melhora na capacidade maxima de

telomeros,
oxigénio/aptiddo cardiorrespiratéria.'® O VO2max medido na coorte de Mason e
colaboradores foi positivamente associado ao CT de mulheres obesas ap6s uma
intervencio de exercicio fisico aerobio.*?! De maneira similar, o exercicio de for¢a aponta
uma relagdo positiva com comprimento telomérico.!'* Mesmo na populacio idosa com
obesidade sarcopénica, o exercicio fisico apresentou melhora da sarcopenia e redugdo do
risco de declinio funcional.®® 1% Para além disso, uma intervencdo de oito semanas com
treinamento combinado verificou um aumento de 2% no comprimento do telomero de
mulheres obesas, com melhora também nos parametros de forca muscular e aptidao
cardiorrespiratoria.'® Ainda neste estudo foi encontrada uma correlagio inversa entre os
telomeros e as medidas da circunferéncia da cintura, corroborando com achados

anteriores.® 116

TL106 o aumentar

Em geral, reduzir a quantidade de comportamento sedentério
atividade fisica'®® tem efeito positivo na preservagdo e aumento do CT.?** A associagdo
entre os exercicios moderados e o aumento do CT parece ser mediado pelo aumento nas
defesas antioxidantes induzidas pelo exercicio, bem como pela atenuagdo na inflamagao
cronica e estresse oxidativo.>>’ O encurtamento do telomero foi associado a concentracdes

mais elevadas de IL-6 e TNFa.’®> Se o exercicio fisico reduz a inflamacdo e
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posteriormente o atrito dos teldmeros ou se diminui diretamente o desgaste telomérico
ainda ¢ uma questdo, no entanto, o consenso predominante ¢ que a melhora no estresse

oxidativo e na inflamacio induzidas pelo exercicio, seja o mediador deste efeito.*>’

2.6 Suplementagdo de proteina

O metabolismo da proteina muscular ¢ regulado por flutuagdes nas taxas de
sintese (MPS) e degradagio (MPB).!% A sintese acontece conforme a disponibilidade de
aminoacidos a partir de estimulos anaboélicos e a degradagdo ocorre para remodelacao
muscular em resposta a demandas metabolicas e/ou a medida que envelhecemos,*®
levando a perda progressiva de massa muscular esquelética.!®> O equilibrio entre MPS e
MPB ¢ perturbado nos idosos. Em condi¢des basais, os idosos ndo apresentam
comprometimento na MPS comparados a individuos mais jovens. Contudo, a resposta da

364 isto ¢, os idosos sdo menos sensiveis as

MPS aos estimulos fisiologicos ¢ atenuada,
propriedades anabodlicas dos aminoéacidos (AAs).*® A sinalizagio é dinidmica, sendo
assim, qualquer alteragdo bioquimica no musculo interfere nos processos celulares e pode
contribuir negativamente para a desregulacio da sintese de proteinas musculares.*®* Além
disso, as alteragdes na quantidade e na contribui¢cdo do musculo para o metabolismo basal
e/ou pos-prandial podem aumentar o risco do desenvolvimento de doencas
metabélicas.*®* Exemplos disso sdo a interferéncia negativa da obesidade no turnover de

proteinas musculares.****% bem como os efeitos prejudiciais da inflamagao relacionada a

idade na sensibilidade anabolica dos musculos. !¢

Muitos estimulos parecem estimular a via de sinalizagdo da sintese muscular
mTORCI, incluindo AAs essenciais (leucina em particular), insulina, hormonios
liberados durante contragdo muscular, enquanto a priva¢ao de energia e estresse/hipdxia
inibem a atividade mTORC1.2%3¢7 Portanto, a ingestdo de proteinas é considerada um
potente estimulo anabodlico para o musculo esquelético humano, principalmente em
conjunto com o exercicio fisico e no contexto da restricdo caldrica. A ingestdo de
proteinas fornece o substrato necessario (AAs essenciais) para sintetizar novas
proteinas.>®® A leucina em particular é importante tanto para a sintese como para reduzir

a degradacio das proteinas, além de contribuir na sensibilidade a insulina nos idosos.>>
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Assim, a suplementacdo de proteinas ¢ apresentada como a intervengao

nutricional mais importante para reter a perda de massa muscular em idosos,**

principalmente no contexto da restricio caldrica.”??% As

dietas hipocaloricas
recomendadas no tratamento de idosos com OS té€m o desafio de suprir a necessidade de
proteina diaria, que ja ¢ dificultada pela falta de apetite e pela menor quantidade de
ingestdo energética.>>® Um estudo incluindo 104 mulheres que comparou a ingestio
proteica recomendada (0,8 g/kg de peso corporal por dia) com um consumo maior de
proteina (1,2 g/kg/dia) no contexto da dieta hipocalérica demonstrou que a dieta rica em
proteinas foi capaz reduzir o peso corporal preservando a massa muscular estimada em
mulheres com obesidade sarcopénica.’®® No entanto, nem todos os trabalhos estdo de
acordo com estes resultados. Ainda que os adultos de meia idade do estudo CALERIE 2
tenham consumido 1,2 g/kg/dia de proteina, foram observadas redugdes na forca e massa
muscular durante a perda de peso.”*3**3% Além disso, uma revisdo sistematica e meta-
analise indicou que a suplementacgao de proteinas ou aminodcidos ndo proporciona ganhos
significativos na massa magra e forca muscular em uma populagdo idosa quando

comparada a uma ingestio de placebo.’®

A divergéncia nos resultados pode estar relacionada ao fato de que ainda ndo ha
um consenso sobre a dose ideal de proteina no contexto dos idosos com OS. Especialistas
concordam que ha necessidade de um aporte proteico maior (1,0 a 1,2 g/kg/dia) do que o

recomendado para adultos.””'**37" Em

sarcopénicos e/ou individuos com doengas
cronicas, os requisitos parecem ser de fato maiores (1,5 g/kg/d).’”'*%!%7 No entanto,
quando a restrigdo energética € muito grande, nem mesmo uma ingestao diaria aumentada
de proteina parece ser suficiente para moderar as redugdes na massa magra.'** A dose de
proteina diaria de 1,2 a 1,6 g/kg é recomendada para estimular MPS e suprimir MPB!*8 ¢
assim manter a massa muscular durante o envelhecimento.'”’ No entanto, vale ressaltar

que suplementar proteina além de 1,6 g/kg/dia parece nao resultar em ganhos adicionais

de massa muscular e forca.!”

Outros fatores como a distribui¢io uniforme de proteina por refei¢do,'” o
conteudo de AAs (i.e. leucina) bem como a qualidade da proteina sdo importantes para
estimular a sintese.*° O whey protein, proteina do soro do leite que possui rapida digestio
e absor¢ao, ¢ capaz de estimular MPS e superar a resisténcia anabdlica em idosos devido

a sua alta concentracdo do AA essencial leucina.’!” De fato, dez dias de suplementacio
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com proteina do soro do leite parecem ser suficiente para melhorar a MPS po6s prandial
em homens idosos saudéveis.® Especificamente na obesidade sarcopénica, s3o poucos os
estudos disponiveis que investigaram os efeitos da suplementacdo com
proteina/aminoacidos.!?®21:33% As evidéncias existentes apontam para uma necessidade

adequada de ingestio proteica,'?

embora a quantidade e qualidade ideal da
suplementagdo ainda ndo tenha sido determinada. Alguns autores postularam que a
presenca de AAs essenciais (leucina, arginina e cisteina) ¢ o mais relevante.!>*° Além
disso, um efeito positivo na preservagao da massa muscular a partir da suplementacao

tem sido apresentado bem como a melhora na funcionalidade dos idosos com OS.!?1:196:201

O aumento no consumo de proteinas ajuda a reduzir a progressao da inflamagao
de baixo grau e o agravamento da sarcopenia em idosos.!”»!7® Apesar da alta
heterogeneidade, uma meta-anélise demonstrou que o whey protein reduz os niveis
séricos de PC-R e assim é capaz de mitigar a inflamacgdo.!® Mais recentemente, uma
revisdo sistematica com meta-analise demonstrou que a suplementagdo de proteina de
soro de leite e soja reduziram os niveis IL6 e TNFa, respectivamente entre individuos de
50 a 80 anos com alguma comorbidade.!”* De fato, em individuos com sarcopenia e pré-
fragilidade, a analise de subgrupo revelou um declinio significativo nos niveis circulantes
de IL-6.172 Uma possivel explicagio para esta redugio pode ser um aumento concomitante
nas concentra¢des de glutationa e reducdo no acimulo de ERO.*® Acredita-se que a
proteina do soro de leite exerca efeitos antioxidantes devido ao seu alto teor de cisteina,
uma precursora na sintese de glutationa, principal defesa antioxidante do organismo.**

Poucos estudos examinaram o impacto dos biomarcadores de saude metabolica
em adultos mais velhos com obesidade sarcopénica.'”! No entanto, um estudo com
pacientes diabéticos (DM2) demonstrou que a suplementacao diaria de whey protein (rico
em cisteina) por 3 meses melhorou o estresse oxidativo (SOD, GSH-Px, GSH/GSSG) e
os marcadores inflamatorios (PCR, TNFa e IL-6) em comparagdo ao placebo,’! indicando
o potencial da suplementagdo proteica na reducdo da inflamagdo crénica e do estresse
oxidativo. Visto que estes sdo indicados como os principais mecanismos envolvidos no
encurtamento dos teldomeros*'?% inclusive em individuos obesos e diabéticos
(DM2),5162 ¢ plausivel supor que a suplementagio proteica possa induzir alteragdes no
comprimento dos telomeros através dos efeitos na inflamacdo e no estresse oxidativo. Até
onde sabemos, ndo ha estudos demonstrando o efeito da suplementagdo de proteina nos

teldmeros de idosos com OS.
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Em idosos com obesidade sarcopénica, uma revisdo buscou verificar as
intervengoes mais eficientes no tratamento e identificou que a suplementagao de proteina
sozinha por um periodo de aproximadamente dois a quatro meses foi capaz de melhorar
o peso corporal, a CC, a forca muscular e a massa muscular.'! De acordo com uma meta-
analise anterior, dietas ricas em proteinas € com restricdo energética podem ajudar a
preservar o musculo esquelético enquanto reduzem a massa gorda.’’ Isso pode ser
explicado pelo menor declinio observado na MPS pos prandial em individuos que
reduziram peso utilizando a suplementacdo com whey protein.®® No entanto, ainda que a
ingestdo proteica em condigdes de restri¢ao calorica melhore o perfil de saude dos idosos
com obesidade e alto risco de doengas crdnicas, o exercicio fisico (treino de forga
principalmente) parece ser necessario para reter massa magra.®2%

O efeito da suplementagdo de proteina associada aos exercicios fisicos foi
amplamente pesquisado. Em adultos saudaveis, combinar as estratégias induziu ganhos
adicionais na massa e¢ forca muscular, quando comparado ao treino de forga
isoladamente.>’! Embora as diretrizes recomendem a combinagdo de RC, aumento na

ingestdo de proteinas e exercicios fisicos para tratar a obesidade sarcopénica,®®°1:19

se 0
efeito protetor proveniente da ingestdo proteica se aplica aos idosos submetidos a
restricdo caldrica, com ou sem o exercicio fisico, ainda ndo esta claro.!*>*® Como
demonstrado por Amamou e colegas, uma populagdo de idosos com sobrepeso (60—75
anos, IMC 32,4439 kg/m?) que reduziu a ingestdo energética em 500 kcal/dia e manteve
a ingestdo proteica equivalente 1,4 g/kg/dia associada ao treino de forga foi capaz de
sustentar a massa magra,!’’ apontando para a necessidade do consumo proteico mesmo
com o treinamento fisico.'”” Curiosamente, uma revisdo sistematica e meta-analise
incluindo 17 ECRs comparou o efeito do exercicio de for¢a sozinho e somado a
suplementagdo de proteinas em idosos com sobrepeso/obesidade. A conclusdo foi que o
adicional proteico foi eficaz na redu¢do de massa gorda e no aumento de massa magra em
maior magnitude do que quando comparado ao treino de for¢a sozinho.!>> Assim, em
1dosos saudaveis, combinar o treinamento fisico a ingestao aumentada de proteina parece
promover maiores ganhos na massa e forca muscular do que qualquer uma das abordagens
sozinhas.”” Em discordancia, trabalhos com intervengdes de exercicios de forca e aerobios
isolados ou combinados com consumo de proteina apresentaram beneficios na

composi¢io corporal que ndo se traduziram em aumento de massa muscular.'>*176
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Apesar do exercicio regular mitigar os efeitos negativos da restri¢cao calorica no
tecido muscular esquelético, pode ndo ser suficiente para prevenir totalmente a perda
muscular, indicando a necessidade de estratégias complementares no combate a OS.*
Nessa perspectiva, a suplementagdo de proteina — particularmente a proteina do soro do
leite — tem sido extensivamente estudada em combinagdo com a restricdo caldrica e
intervengdes de exercicios. Além de apresentar beneficios nos marcadores de saude

metabolica dos idosos,?’

a suplementacao proteica combinada ao exercicio fisico parece
ser mais eficaz na manutenc¢do da massa muscular.”>!>*!% Assim, o maior consumo de
proteinas ¢ indicado no tratamento da OS devido a reducao no peso corporal e melhora
na condigdo da sarcopenia,'®? principalmente se associada ao treinamento de forga.”!'*!-
195 No entanto, ndo estd claro se existe um beneficio adicional na suplementacdo de
proteinas para os idosos com obesidade sarcopénica. Espera-se que a suplementacio
proteica associada ao treinamento e restri¢ao caldrica seja capaz de alterar positivamente
o comprimento dos teldmeros dos idosos com obesidade sarcopénica, através da reducao

192

da gordura corporal™ e do controle da inflamacao e estresse oxidativo.



51

OBJETIVOS




52

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Investigar os efeitos da suplementacdo de proteina sobre o envelhecimento
celular, marcadores de estresse oxidativo, € composi¢ao corporal de individuos idosos

com obesidade sarcopénica submetidos a restri¢do calérica e exercicio fisico.

3.2 Objetivos Especificos
3.2.1. Primério
Investigar o efeito da suplementagdo de proteinas combinada ao treinamento fisico
e restri¢do calorica no comprimento dos telomeros em individuos idosos com obesidade

sarcopénica.

3.2.2. Secundério
Investigar o efeito da suplementacao de proteinas combinada ao treinamento fisico
e restri¢ao caldrica em individuos idosos com obesidade sarcopénica, sobre:

1 Marcadores de estresse oxidativo sanguineos [substincias reativas ao
acido tiobarbiturico (TBARS), glutationa peroxidase (GPx), glutationa
redutase (GR), glutationa S-transferase (GTS), superdéxido dismutase
(SOD), catalase]

i1 Composicao corporal (massa magra e massa gorda)
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4. MATERIAIS E METODOS

Esta dissertacao esta aninhada em um estudo maior (Projeto Tematico FAPESP:
2017/13552-2), que investiga multiplos desfechos clinicos em individuos idosos com
obesidade sarcopénica. O estudo foi pré-registrado no ClinicalTrials.gov
(NCT04981366). Os procedimentos foram aprovados pelo Conselho de Revisdo Etica
local (CAPPesq; No. 04234918.1.0000.0065) e conduzidos no Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo em conformidade com os padroes
éticos da Declarag¢do de Helsinque de 1964, incluindo suas revisdes subsequentes. Todos
os participantes foram devidamente informados sobre os possiveis beneficios e riscos da
participacdo no estudo, assinando o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(TCLE).

4.1 Desenho Experimental

Este ¢ um ensaio clinico randomizado e controlado por placebo, de centro tinico e
duplo-cego. A Figura 7 ilustra o desenho do estudo. Participantes em potencial foram
contatados por meio de ligagdes telefonicas ou entrevistas pessoais. Aqueles que atendiam
aos critérios preliminares foram convidados para avaliagdo presencial da sua condicao
médica e critérios de elegibilidade. Os participantes elegiveis foram pareados por sexo
usando um desenho de blocos gerado por computador e, em seguida, alocados

aleatoriamente utilizando sofiware especifico (https://randomizer.org), na propor¢do de

1:1:1 em um dos trés possiveis grupos: (a) suplementacdo de proteina associada ao
treinamento fisico e restri¢ao caldrica (PTN), (b) suplementacdo de placebo associada ao
treinamento fisico e restri¢do calorica (PLA) ou (c) controle (CTL). Os grupos PTN e
PLA receberam suplementagdo dietética, foram submetidos a restricdo caldrica e
participaram de um programa de treinamento fisico supervisionado. Os participantes do
grupo CTL ndo receberam nenhuma intervenc¢do além de orientagdes gerais sobre
alimentacdo saudavel e atividade fisica. Todos os desfechos foram avaliados antes da
intervencio (PRE) e imediatamente apds 16 semanas de intervengdo (POS). Os
parametros dietéticos foram reavaliados nas semanas 4, 8 e 12 por meio de diarios
alimentares. Os participantes fizeram reunides quinzenais com um nutricionista

experiente da equipe de pesquisa para garantir a adesdo a intervencdo dietética. Além


https://randomizer.org/
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disso, os participantes levavam de volta os frascos vazios entregues a cada duas semanas,

contendo o adicional proteico ou o placebo, para garantir que tomaram corretamente.

Déficit caléricode ~500 kCal/d
da ingestéao habitual

IDOSOS COM OBESIDADE

SARCOPENICA GRUPO PLA- RESTRIQAO CALORICA + TREINAMENTO + PLACEBO (CONCENTRAGAO DE CARBOIDRATOS) (N = 35)
GRUPO PTN - RESTRIGAO CALORICA + TREINAMENTO + SUPLEMENTAGAO DE PROTEINA (WHEY PROTEIN) (N = 35)
[ ] GRUPO CTL-SEM INTERVENGAO (N = 35)
_______________________________________ -
RANDOMIZAGAO !

1 [
SEMANAO SEMANA 16

I avauiagoes pos iINTErvencio I

IAVALIAQOESBASAIS(PRE) I LIS L

AVALIAGOES REALIZADAS PRE E POS INTERVENGAO

Ei Antropometria (IMC, Peso, Altura, C, RCQ)
!@J Composigdo corporal (DXA)

J Amostra de sangue e plasma
q» Comprimento dos teldmeros (RFqPCR)
% Marcadores de estresse oxidativo (TBARS, SOD, CAT, GPx, GST, GR)

Figura 7. Desenho experimental e avaliagdes realizadas no momento antes (PRE) e apds 16 semanas de

intervengdo (POS).

4.2 Selecdo da Amostra

Individuos idosos foram recrutados na Divisdo de Geriatria da Faculdade de
Medicina da Universidade de S3ao Paulo, bem como por meio de antncios em redes
sociais € em centros comunitarios para idosos, divulgacdo de panfletos nas residéncias e
nos comércios com proximidade da instituigdo Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo (HCFMUSP). Homens e mulheres com idade
igual ou superior a 65 anos, com obesidade central [(circunferéncia da cintura >102 cm
para homens e >88 cm para mulheres), indice de massa corporal (IMC) >30kg/m?,
sarcopenia (de acordo com os critérios estabelecidos pela Fundagdo dos Institutos
Nacionais de Saude (FNIH)], que ndo estivessem engajados em um programa de
treinamento fisico, € que estivessem com peso estavel (variagdo menor que 2 kg nos
ultimos 6 meses), foram considerados elegiveis para participar do presente estudo. Os
valores de referéncia para sarcopenia foram: razao de forca de preensao manual para IMC
inferior a 1,0 kg/IMC e razdo de massa magra apendicular para IMC inferior a 0,789

kg/IMC para os homens; e razao de for¢a de preensdo manual para IMC inferior a 0,56
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kg/IMC e razao de massa magra apendicular para IMC inferior a 0,512 kg/IMC para as
mulheres.'!”

Foram excluidos participantes que: estivessem utilizando medicamentos para
perda de peso (e.g., Sibutramina, Orlistate, Ozempic); tivessem alterado o uso de
medicamentos de uso continuo nos tltimos 6 meses; estivessem consumindo suplementos
nutricionais que pudessem interferir nos desfechos do estudo nos ultimos 2 meses;
tivessem historico de neoplasias recentes (nos ultimos 5 anos); apresentassem déficits
cognitivos ou deméncia que os impedissem de ler e assinar o termo de consentimento
informado; tivessem doenga cardiopulmonar grave [angina instavel, infarto do miocardio,
doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), insuficiéncia cardiaca]; ou apresentassem
condi¢des médicas que contraindicassem a realizagdo de testes fisicos ou o envolvimento
em treinamento fisico (e.g., deficiéncias locomotoras ou doengas cardiopulmonares,
incluindo angina instdvel, insuficiéncia cardiaca, infarto do miocardio, DPOC).

O célculo amostral foi determinado a priori utilizando o software G-Power (versao
3.1.9.2, Universidade de Kiel, Alemanha). A andlise foi conduzida inserindo erro a (0,05),
poder (1 - erro B = 0,99) e tamanho do efeito (g de Hedges = 0,61), considerando dados
anteriores indicando uma menor perda de massa livre de gordura em individuos
submetidos a restricdo caldrica que tiveram um aumento na ingestdo de proteina em
comparag¢do com seus equivalentes que mantiveram sua ingestio usual de proteina.’’ Os
calculos foram baseados em uma ANOVA com medidas repetidas (interacdes dentro-
entre) e o tamanho total da amostra foi determinado em 81 individuos. Para contabilizar
as retiradas no meio do teste, a amostra serd aumentada em ~30% (ou seja, 105

participantes).
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Todos os participantes foram informados a respeito dos objetivos, procedimentos,

bem como os possiveis riscos envolvidos. O consentimento foi obtido por escrito antes

de qualquer avaliacao relacionada ao estudo.

Avaliados para
elegibilidade (n=403)

Nao elegiveis (n=298)

Randomizados (n=105)

.| - N&o cumpriram os critérios
de inclusédo (n=291)

- Arritmia (n=7)

Alocagao

Alocados para CTL (n=35)

Alocados para PTN (n=35)

A

Seguimento

]

Alocados paraPLA (n=35)

Dropout ao longo do
seguimento (n=6)

- Motivos pessoais (n=6);

Dropout ao longo do seguimento
(n=6)

- Problema de saude nao realcionado ao

estudo (n=1);

- Motivos pessoais (n=5);

Dropout ao longo do seguimento
(n=6)

- Problemas de saude néo
realcionados ao estudo (n=1);

- Motivos pessoais (n=5);

}

Incluidos na intengdo de

l

Incluidos na intengdo de

l

Incluidos na intengdo de

tratamento (n =29) tratamento (n = 29) tratamento (n = 29)

Figura 8. Fluxograma do recrutamento e inclusdo dos pacientes elegiveis para o estudo

4.3 Antropometria e Composi¢dao Corporal

O peso corporal e a estatura foram medidas em uma balanga digital (Filizola
Beyond Technology, Personal Line 180) calibrada e um estadidmetro compacto 2 metros
(MD), respectivamente. Ambas as medidas foram utilizadas para o célculo do IMC. Além
disso, dados antropométricos, incluindo as circunferéncias da cintura (CC) e do quadril
(CQ) foram cuidadosamente mensurados com o participante em pé com uma fita
antropomeétrica por um pesquisador experiente. A CC foi determinada no ponto médio
entre a costela mais baixa e o topo da crista iliaca no plano axial, enquanto a CQ foi
medida na parte mais larga dos quadris, com referéncia na inser¢ao do fémur.

Parametros relacionados a composi¢do corporal, incluindo massa magra e massa
gorda total e segmentar, foram avaliados por meio de densitometria por dupla emissdo de

raios-X de corpo inteiro (DXA), utilizando o equipamento Hologic QDR 45007
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(Discovery Densitometer, Hologic Inc., Bedford, MA, EUA). A massa magra apendicular
(MMA) foi calculada somando-se a massa magra dos membros superiores e inferiores.”
Ja o indice de massa magra apendicular (IMMA), foi calculado dividindo o MMA pelo
quadrado da estatura, em metros. Ambos os parametros sao considerados no diagnostico
da sarcopenia.”

O DXA foi calibrado com phantoms de acordo com as especificagdes do fabricante,
diariamente, antes da realizacdo das medigdes. Todas as avaliagdes foram feitas pela
manha, utilizando um posicionamento consistente dos participantes na maca de
escaneamento do equipamento.’® Todos os exames foram realizados pelo mesmo técnico
experiente, que ndo tinha conhecimento da alocacdo dos participantes nos grupos do

estudo.

4.4 Anadlise do comprimento dos telomeros

Para analise do comprimento dos teldmeros, amostras de sangue venoso dos
participantes foram coletadas apds um periodo de jejum de 8h em tubos contendo acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) e foram armazenadas a -80°C até o momento da
analise.

A primeira etapa foi a extracdo de DNA realizada com amostra de sangue total
utilizando o kit PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific) de acordo
com as instrugdes do fabricante. A fim de garantir a integridade/qualidade das amostras
de DNA, ap0s a extracao, foi feita a quantificagdo do DNA utilizando o espectrofotdometro
NanoVue Plus (General Eletric) e aplicada a técnica eletroforese em gel.!>®

A segunda etapa foi a leitura da amplificagdo do DNA por meio da técnica Reagdo
em Cadeia da Polimerase quantitativa em tempo real (RT-qPCR do inglés “Real-Time
Polymerase Chain Reaction”). A RT-qPCR foi realizada de acordo com o protocolo
modificado e adaptado descrito por Cawthon e colegas.!!8

As reagdes da RT-qPCR foram realizadas em placas de 96 pogos utilizando o
termociclador StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems®). As placas
eram idénticas quanto a quantidade de DNA, volume de reacdo e ordem da amostra. Todas
as amostras e DNA de referéncia foram analisados em duplicatas usando 25 ng de DNA.
Trés pogos para controle interno foram incluidos em cada corrida.

Para a reacdo, foi utilizado o SYBR® Green PCR Mastermix kit (PureLink™) com

um volume final de 25 ul. As sequéncias de iniciadores (“primers”) especificos utilizadas
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para os teldmeros foram: Tel 1 para frente (“forward”) GGT TTT TGA GGG TGA GGG
TGA GGG TGA GGG TGA GGG T; e Tel 2 reverso TCC CGA CTATCC CTATCC CTA
TCC CTA TCC CTA TCC CTA (“reverse”). Ambos em uma concentracao de 300
nanomolar (nM).

O gene 36B4 (fosfoproteina ribossomal acida P0), referéncia para o gene de copia
unica, foi utilizado para normalizar a quantidade do DNA de entrada. A sequéncia do
primer 36B4u forward foi CAG CAA GTG GGA AGG TGT AAT CC na concentragao
de 300nM; e 36B4d reverse foi CCC ATT CTA TCA TCA ACG GGT ACA A, na
concentragdo de 500nM. A reagdao 36B4 incluiu 12,5 uL de SYBR Green (PureLink™),
0,03 pL de primer forward, 0,05 uL de primer reverse ¢ 11,42 uL. de dgua ultrapura. Para
reacdo de telomeros foram utilizados 12,5 pL de SYBR Green, 0,03 pL de primer
forward, 0,03 puL de primer reverse ¢ 11,44 uL de agua ultrapura.

O comprimento dos telomeros foi determinado pela razdo entre o numero de
copias da regido telomérica (T) e o niimero de copias do gene de cdpia unica (S). A
proporgao relativa de teldmeros para genes de copia unica (T/S) reflete o comprimento
médio dos telomeros. As reacdes de PCR foram realizadas separadamente em placas
destinadas aos telomeros e aos 36b4 e dao a informacao numérica de quantidade de ciclos
de DNA amplificados necessarios para atingir o limiar de fluorescéncia da reagdo (Ct do
ingés “Cycle treshold”). A corrida PCR foi realizada em 4 etapas. A primeira etapa na
temperatura de 50°C por 2 minutos. Na segunda etapa foram 40 ciclos a 95°C por 2
minutos. A terceira etapa a 55°C por 15 segundos e a tltima etapa a 60°C por 1 minuto.

Seguindo o proposto por Scheinberg e colaboradores, a razdo T/S foi calculada
como ACt [Ct (telomeros)/Ct (gene de copia tnica)].!'” O comprimento do telémero é
apresentado como razao T/S relativa, normalizada pela razao média T/S de uma amostra
de referéncia utilizando o calculo: [2—(ACtx— ACtr) = 2—AACt],!"” sendo Ctx referente
aos telomeros e Ctr ao gene 36b4. Para garantir a comparabilidade entre diferentes
execucdes de placas, os resultados de cada placa foram aceitos somente se a razao T/S

relativa da amostra de referéncia de validagdo respeitasse a variagio de até 3%.'"

4.5 Analise de Marcadores de Estresse Oxidativo

Para analise dos biomarcadores de estresse oxidativo, amostras de sangue venoso

dos participantes foram coletadas apds um periodo de jejum de 8h em tubos de EDTA
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(acido etilenodiaminotetracético). Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 10.000
rpm por 15 minutos para separacao e obten¢do do plasma, e posteriormente armazenadas
a -80 °C até o momento da analise.

Para os ensaios de atividade enzimatica antioxidante catalase (CAT), superdxido
dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR) e Glutationa S-
transferase (GST), as amostras de plasma foram centrifugadas a 10.000 g por 10 min a

4°C e o sobrenadante foi separado.

4.5.1 Atividade enzimatica da Catalase (CAT)

Para a andlise da atividade da CAT, o método ocorreu em duas etapas. Na primeira
reagdo (R1), a CAT contida na amostra dismuta o H202 (de concentragdo conhecida) em
agua e oxigénio molecular. Em seguida, na segunda reag¢do (R2), o H202 remanescente
¢ determinado pela oxidagdo do reagente o-dianisidina (OD) em uma reac¢do catalisada
pela enzima peroxidase (HRP, de acordo com o método modificado de Fossati et al.,
1980).17

Primeiramente, uma curva padrdo de H202 foi preparada em tampao fosfato 50
mM, pH 7,0 nas concentragdes: 8820, 4410, 2205, 1125, 882,441, 221, 113, 88, 44,22 ¢
11 uM. Em seguida, as amostras de plasma foram diluidas 1:3 em tampao fosfato 50 mM,
pH 7,0 e uma aliquota foi separada para o preparo do branco de cada amostra, que foi
incubada a 60°C por duas horas (para se obter a inativacdo da catalase).

A primeira reagdo foi realizada incubando-se 15 pL das amostras (brutas ou
inativadas) com 250 pL de H202 10 mM em temperatura ambiente durante 20 min (como
previamente determinado). A reagdo foi interrompida com 250 pLL de NaN3 1 mM. Em
paralelo, 15 pl de tampao fosfato 50 mM, pH 7,0 foram incubados com 250 pL. de H202
(nas diferentes concentracdes da curva) com os respectivos tempos de incubagao.

A segunda reagdo foi realizada em microplaca pipetando-se 20 pL do produto
obtido na primeira reagdo com 200 pL de reagente contendo 0,167 mg/ml de OD e 0,095
png/mL de HRP em tampao fosfato 5 mM, pH 6,0. A velocidade de formagao do produto
de oxidacdo da OD foi registrada pelo aumento da absorbancia a 460 nm, por meio de
leituras coletadas em intervalos de 10 segundos durante 10 min.

Os valores de atividade da CAT foram calculados a partir da velocidade méxima
por minuto de cada reacdo corrigidas pelos respectivos valores dos brancos e extrapoladas

na curva padrao de H202. O resultado foi expresso em U Catalase/mL de plasma sendo
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que, uma unidade de CAT foi definida como a quantidade de H202 (em pmol) degradada

por minuto.

4.5.2 Atividade enzimatica Superoxido Dismutase (SOD)

O ensaio enzimdtico da enzima de defesa antioxidante SOD foi realizado
utilizando o kit comercial para teste colorimétrico (Sigma Aldrich) com pequenas
modifica¢des e baseia-se na formacdo do produto WST-1 formazan (solivel em agua).
Nareagdo entre Xantina, Xantina Oxidase (XOD), SOD, a formac¢ao de anion superoxido,
e a redugdo do reagente WST-1 (2-(4-lodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-
tetrazolio, sal monossodico) pelo anion superoxido para um produto WST-formazan que
absorve luz a 440 nm, a enzima SOD sequestra anion superoxido e reduz a formagao do
produto WST-formazan.

As amostras de plasma foram primeiramente diluidas (1:10) em tampao de
dilui¢do do kit. Os ensaios foram realizados de acordo com o protocolo do fabricante,
incluindo um branco para cada amostra, preparado fervendo uma aliquota de amostra
diluida durante 5 min.

As reacdes foram realizadas em microplaca. Cada reagdo continha 20 puL de
amostra (bruta ou fervida para o branco), 200 pL de solugdo de trabalho WST e 20 uL da
solucao enzimatica EWS e foram incubadas a 37°C. A velocidade de formagao do produto
WST-1 formazan foi registrada pelo aumento da absorbancia a 450 nm, por meio de
leituras coletadas em intervalos de 10 segundos durante 20 min.

Os resultados da atividade da SOD foram expressos como porcentagem (%) de
inibicdo/2 pL de plasma calculados a partir dos valores obtidos de velocidade maxima
(Vmax) de cada amostra. O valor de Vmax das amostras fervidas foram tomados como

100% de atividade.

4.5.3 Atividade enzimatica Glutationa Peroxidase (GPx)

Este método baseia-se na medida indireta da atividade da GPx, por meio de uma
reacdo associada a glutationa redutase (GR). A glutationa oxidada (GSSG), produzida
pela reducdo de hidroperdxidos pela GPx, € reciclada para seu estado reduzido (GSH)

através da GR e NADPH.'?®
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O substrato utilizado neste ensaio foi o terc-butil hidroperdxido. A oxidacao de
NADPH a NADP+ foi acompanhada pelo decaimento da absorbancia a 340 nm a 37°C.
Em uma microplaca de quartzo, 30 pL. de amostra (diluidas 1:3) foram incubados por 5
minutos a 37°C na presenga de 145 uL de tampao fosfato 50 mM pH 7,0 contendo EDTA
0,1 M, 5 pL de glutationa reduzida (GSH) 80 mM e 5 pL de glutationa redutase (GR)
0,0096 U/uL. Em seguida foram adicionados 5 pL de solugdo de terc-butil hidroperdxido
0,46% e 10 pL de solucao de NADPH 1,2 mM.

O decréscimo na absorbancia foi monitorado a 340 nm por 10 minutos. As
amostras foram analisadas em duplicata e os resultados foram expressos como pmol

GSH/min/mL de plasma.

4.5.4 Atividade enzimatica Glutationa Redutase (GR)

A medida da atividade da GR utiliza o NADPH como cofator na redugdo da GSSG
em GSH. A oxidacdo de NADPH a NADP+ ¢ acompanhada pelo decaimento da
absorbancia a 340 nm a 37°C."°

Em uma microplaca de quartzo, 10 pL de amostra (diluida 1:3) foram incubados
a 37°C na presenga de 190 pL de um meio reacional (tampao fosfato 50 mM, pH 7,0
contendo EDTA 50 mM, GSSG 2 mg/ml e NADPH 0,4 mg/ml).

O decréscimo dos valores de absorbancia foi monitorado a 340 nm por 30 minutos.
As amostras foram analisadas em duplicata e os resultados foram expressos como pmol

NADPH/min/ mL de plasma.

4.5.5 Atividade da glutationa S-transferase (GST)

O método baseia-se na formagao de um complexo entre a GSH e o composto 1-
cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), catalisado pela GST. O aumento de absorbancia ¢
diretamente proporcional a atividade da GST na amostra.'®

A reagdo foi feita em microplaca de quartzo e, cada poco recebeu 10 pL de
amostra, 180 pL de tampao fosfato 50 mM, pH 7,0 e 5 uL de solugdao de CDNB 0,1 M.
Essa mistura foi pré-incubada por 10 minutos a temperatura ambiente e em seguida,
adicionou-se 15 pL de glutationa reduzida (GSH) 0,1 M.

O aumento na absorbancia foi monitorado a 340 nm por 15 minutos a 25°C. Os

resultados foram expressos como umol GSH conjugada/min./mL de plasma.'®
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4.5.6 Peroxidagado lipidica através das substancias reativas ao dcido
tiobarbiturico (TBARS)

Para verificar lesoes celulares decorrentes da peroxidagao lipidica foi realizada a
determinagdo do conteudo tecidual de substincias reativas ao acido tiobarbitlrico
(TBARs).!%

Este ensaio consiste na analise da quantidade de peroxidagao lipidica mediante a
quantificagdo dos aldeidos, especificamente o MDA, formado pela degradacdo de
hidroperéxidos, como descrito por Conti e colaboradores.!®!

Cem microlitros de amostras de plasma foram diluidas 1:2 em solugdo de fosfato
de potassio 50 mM, pH 7,4 contendo butil hidroxitolueno (BHT, 12,6 mM) e adicionadas
a 400 pl de solugdo contendo acido tiobarbiturico (0,37 %) em meio fortemente acido
(contendo 15% de acido tricloroacético e acido cloridrico 0,25 N). Os tubos foram
agitados em vortex e incubados a 90°C durante 45 min.

Em paralelo, foi preparada uma curva padrao de MDA, usando o composto
1,1,3,3, tetrametoxipropano (TMP, Sigma, EUA) hidrolisado com concentracdes de 0,4 a
25 uM.

Em seguida, em temperatura ambiente, 300 pl da mistura foram submetidos a
extracao do produto de reacdo adicionando-se 300 pl de n-butanol juntamente com 30 pl
de solucdo aquosa saturada de cloreto de sodio. Os tubos foram agitados em vortex
durante 30 segundos e ap6s centrifugacdo (5 min a 12.000g), 200 ul dos sobrenadantes
(fase organica) foram pipetados em microplaca para leitura dos valores de absorbancia.

As leituras das absorbancias foram realizadas em leitor de microplaca a 535 nm e
corrigidas pelos valores de absorbancia a 572 nm. Os resultados foram expressos como

equivalentes de MDA (uM).

4.6 Avaliagdo da forca

A forga isométrica foi avaliada utilizando um dinamoémetro de preensdao manual
(Jamar®, Sammons Preston Rolyan, EUA), de acordo com o protocolo de
Southampton'?? e utilizada como ponto de corte no diagndstico de obesidade sarcopénica.
O teste foi realizado com o paciente sentado, ombros em adugdo e em rotagao neutra, com

o cotovelo flexionado a um angulo de 90°.!%° Foram realizadas trés tentativas de esforco
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maximo, cada uma com duragao de 5 segundos e com intervalo de descanso de 1 minuto.

O melhor resultado foi considerado para analise.

A for¢a dindmica méaxima foi avaliada por meio do teste de uma repeticdo maxima
(1RM) para posterior determinagdo da intensidade do protocolo de treinamento de forga,
seguindo recomendacdes amplamente utilizadas e globalmente aceitas.!?!
Resumidamente, os participantes realizaram um aquecimento geral de 5 minutos em uma
esteira a 3 kmxh'!, seguido de um aquecimento especifico composto por uma série de oito
repeti¢cdes a 50% do 1RM estimado e uma série de trés repetigdes a 70% do 1RM
estimado, com um intervalo de descanso passivo de 1 minuto entre as séries. Apos isso,
0s participantes tiveram até cinco tentativas para atingir o 1RM, com intervalos de 3
minutos entre cada tentativa. O 1RM foi considerado o maior peso com a qual o
participante conseguiu realizar um movimento completo excéntrico-concéntrico em uma
amplitude de movimento de 90°. Se faz importante ressaltar que, antes das avaliagcdes
iniciais, os participantes realizaram duas sessdes de familiarizagdo com pelo menos 72
horas de intervalo entre elas. Caso a variac¢do entre as sessoes de familiarizagao ¢ de teste
fosse superior a 5%, o que ¢ reconhecido como a variacdo interdiaria normal em

10L105 yma sessdo de teste adicional seria realizada,

avaliacdes da forca muscular,
respeitando o mesmo intervalo de tempo entre as sessoes. O coeficiente de variagdo (CV)
para os testes de 1RM no leg press e no bench press foi de 1,4% e 3,0%, respectivamente.
Todas as sessdes foram conduzidas por um pesquisador experiente, com forte
encorajamento verbal durante as tentativas. Os participantes foram instruidos a respirar

normalmente durante o teste de forga para evitar a manobra de Valsalva.

4.7 Teste ergoespirométrico

Um teste de esfor¢o cardiopulmonar foi realizado para posterior determinacao da
intensidade do protocolo de treinamento aerdbio. O teste foi realizado em uma esteira
rolante (Centurion C200, Micromed, Brasil) usando um protocolo de Balke modificado e
individualizado até o limite de tolerancia.'?’ Todos os testes foram conduzidos no mesmo
laboratorio [Intra-hospitalar sob temperatura ambiente controlada (20-23°C). O sistema
foi calibrado imediatamente antes de cada teste, utilizando gases de calibra¢do padrao
(12% 02, 5% CO; e balanceado em N2) e uma seringa de calibracdo de 3 L (Cortex,
Alemanha) seguindo as especificagdes do fabricante. A troca gasosa foi avaliada a cada

respiracdo por meio de amostragem continua, utilizando uma mascara facial acoplada a
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um analisador de gases (Metalyzer 3B, Cortex, Alemanha). Parametros ventilatorios
foram medidos por uma turbina (Cortex, Alemanha) com um transdutor de volume e
sensor de fluxo. A frequéncia cardiaca foi monitorada continuamente utilizando um
eletrocardidgrafo de 12 derivacdes (ErgoPC Elite, Micromed, Brasil). Todos os exames
foram conduzidos por um médico capacitado e avaliados por um pesquisador; os limiares
metabolicos foram determinados e utilizados como parametro base para prescri¢do do

treinamento fisico aerdbico.

4.8 Avaliacdo dietética

Parametros dietéticos, incluindo ingestao caldrica e conteudo de macronutrientes
e micronutrientes, foram determinados com auxilio de um software especifico
(Nutritionist Pro® v.7.3, Axxya Systems, Woodinville, WO, EUA) baseado no banco de
dados de alimentos do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA).
Inicialmente, um nutricionista experiente forneceu instrugdes verbais e escritas sobre
como preencher didrios alimentares de trés dias (dois de dias da semana ndo consecutivos
e um de um dia de final de semana), incluindo orientagdes sobre horarios e estimativa de
porg¢des utilizando medidas caseiras. Todos os registros alimentares de foram revisados
individualmente em entrevistas presenciais estruturadas com o mesmo nutricionista,
utilizando o Método Automatizado de Passos Multiplos do USDA validado e padronizado
que inclui cinco etapas de memoria (1: lista rapida; 2: lista de alimentos esquecidos; 3:
hora e ocasido; 4: detalhes e revisdo; e 5: verificagdo final) para evitar erros de registro e
garantir uma recordagio abrangente de todos os alimentos consumidos.!3* Essa estratégia
de verificacdo dupla foi implementada para reduzir o viés de recorda¢do e melhorar a
precisdo da coleta de dados. Durante as entrevistas, o auxilio n o tamanho das por¢des foi

123,135

ainda mais esclarecido utilizando livretos alimentares com medidas caseiras. e fotos

de alimentos em tamanho real.'®°

Intervencoes

As avaliagdes descritas a seguir foram utilizados apenas para definir

adequadamente os protocolos de restricao caldrica, suplementagdo e treinamento fisico.

4.9 Restri¢do Calorica e Suplementagdo Nutricional
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Os participantes alocados aos grupos de intervencao (PTN e PLA) tiveram suas
dietas ajustadas individualmente para induzir um déficit calorico de 300-500 kcal por dia
em relacdo a sua ingestdo energética habitual. Esse ajuste foi feito com base nas
avaliagdes realizadas a cada quatro semanas para determinar os parametros dietéticos dos
pacientes, incluindo a ingestdo calérica e o conteido de macronutrientes e
micronutrientes. Além disso, os participantes se encontraram quinzenalmente com
nutricionistas registrados para terapia comportamental individual envolvendo educagado
nutricional, a fim de melhorar a adesdo ao protocolo de restricdo caldrica. Neste
momento, era realizada a pesagem corporal ¢ a definicido de metas comportamentais
semanais. O objetivo foi obter uma perda de peso de aproximadamente 10% ao final dos
4 meses de intervengao.

Devido a restricdo calorica, os participantes dos grupos PTN e PLA também
receberam suplementos de célcio e vitamina D para garantir uma ingestao didria de 1500
mg de célcio e 1000 UI de vitamina D, conforme recomendado previamente.'*?2¢ Por
fim, estes participantes também receberam semanalmente garrafas de suplementos
alimentares sem rotulo para serem consumidos diariamente no café da manha; os
suplementos foram entregues por um pesquisador cego quanto a alocagdo dos
participantes nos estudos. O grupo PTN recebeu 40g de whey protein (Cocoa Nature
Whey 70% Nutrata®, Sao Paulo, Brasil), enquanto os participantes do grupo PLA
receberam um placebo isocalérico (Nutrata®, Sdo Paulo, Brasil). O placebo era composto
por uma mistura de carboidratos (isomalto-oligossacarideo, milho ceroso, maltodextrina),
com o mesmo sabor (chocolate natural) e textura do whey protein. Os participantes foram
solicitados a registrar sua ingestdo de suplementos (hora e dia) e devolver os frascos
(vazios ou nao) semanalmente para monitorar a adesdo. A equipe de pesquisa estava
disponivel para responder a quaisquer perguntas a respeito do protocolo de suplementacao

durante todo o estudo.

4.10 Protocolo de Treinamento

Participantes dos grupos PTN e PLA foram submetidos a um programa de
treinamento fisico de 16 semanas de duracdo, com realizacdo de trés sessdes de
treinamento semanais. O programa incluia tanto exercicios de fortalecimento quanto
exercicios aerobicos, ambos realizados na mesma sessdao. O treinamento de forga

consistiu em seis exercicios para os principais grupos musculares, incluindo: leg press
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inclinado a 45°, cadeira extensora, cadeira flexora, flexao plantar em pé, bench press e
puxada frontal. O treinamento aerdbico envolveu caminhada e/ou corrida em esteira
rolante (Movement® RT 250). A periodizagao do protocolo de treinamento fisico seguiu
as recomendacdes de diretrizes amplamente aceitas para idosos.'8?2% Para cada exercicio,
o treinamento de forca progrediu de 1 série de 15-20 repeticdes méaximas (RM) na
primeira semana para 3 séries de 10-12 RM nas tltimas quatro semanas de treinamento.
Sempre que um participante excedia o limite superior da faixa de repeti¢des por duas
séries consecutivas, a intensidade era ajustada, aumentando o peso levantado no
exercicio. Ao longo de todo o programa, foi concedido um intervalo de descanso entre as
séries de 60 segundos. Da mesma forma, o exercicio aerdbico progrediu de 30 minutos a
55-65% da frequéncia cardiaca maxima (FCmax) durante as primeiras quatro semanas,
para 40 minutos a 70—80% da FCnmax nas tltimas quatro semanas de treinamento. A Escala
de Percepcdo de Esfor¢o de Borg (PSE)!?* foi utilizada como uma ferramenta auxiliar
para monitorar a intensidade do exercicio e a progressao do treinamento. Nesses casos, a
intensidade alvo variou de ‘muito leve’/‘relativamente leve’ (PSE de Borg 9-11 a.u.) a
‘um pouco dificil’/‘dificil’ (PSE de Borg 13—15 a.u.). Todas as sessoes de treinamento
foram supervisionadas por um profissional de educacio fisica experiente, que estava cego
para a alocacao dos participantes no estudo. Uma planilha com dados registrados de cada
sessdo de treino foi mantida, a fim de monitorar a adesdo e controlar a progressao de

treinamento ao longo das semanas.

Tendo em vista a maior prevaléncia de comorbidades nessa populacao, precaucdes
adicionais foram implementadas. Todos os participantes tiveram a pressdo arterial em
repouso medida por um monitor automatico (SPACELABS, Sao Paulo, Brasil)
imediatamente antes de cada sessdo de treinamento; as sessdes foram suspensas se as
leituras da pressao arterial sistolica ou diastolica fossem >160 mmHg ou >105 mmHg,
respectivamente.?**?°” Da mesma forma, os niveis de glicose no sangue foram medidos
antes das sessdes de treinamento para participantes com diabetes tipo 2, sendo
considerados valores aceitaveis entre 90 e 250 mg/dL.2% Além disso, a FC e a saturagio
de oxigénio periférico (SpO2) foram monitoradas continuamente utilizando um oximetro

de pulso portatil (G-Tech, modelo Oled Graph) durante o exercicio aerdbico. Sempre que
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necessario, os participantes recebiam atendimento ambulatorial e consulta com nossa

equipe médica.

Semana Aerdbio Forca
12a4a 30 minutos a 55-65% FCmax ou PSE entre 10-12 pontos 1%sem 1x15 2 20reps;
Demais 2x15-20 RMs
baa 82 35 minutos a 55-65% FCmax ou PSE entre 10-12 pontos 3 séries de 15-20 RMs
923122 40 minutos a 60-70% FCmax ou PSE 11-13 pontos 3 séries del2-15RMs

Figura 9. Detalhes do protocolo de treinamento. Incrementos de volume e intensidade do treinamento de

aerobio e de forgca conforme a semana de treinamento.

5. ANALISE ESTATISTICA

Antes da andlise inferencial, os outliers foram identificados por inspe¢ao visual, e
os dados foram testados quanto a homogeneidade de variancia e esfericidade. Dados
descritivos foram comparados no PRE usando o teste exato de Fisher ou ANOVA one-
way com ajuste pds-hoc de Sidak, quando necessario. Dados longitudinais referentes aos
desfechos de interesse foram analisados usando um modelo linear misto para medidas
repetidas, assumindo "grupo" (PTN, PLA e CON) ¢ "tempo" (PRE e POS) como fatores
fixos, e "sujeitos" como fator aleatorio; valores basais foram usados como covariavel.
Para todos os modelos, foram aplicados o método de méaxima verossimilhancga restrita e
o ajuste de graus de liberdade de Kenward-Roger. Sempre que foram encontradas
interagdes significantes (grupoxtempo), testes pos-hoc com ajuste de Sidak foram
realizados para comparagdes multiplas; diferengas entre grupos no pds-intervengao foram
apresentadas como a diferenga média estimada (EMD) e intervalo de confianca de 95%
(IC95). Na analise estatistica, todos foram incluidos seguindo o principio de inten¢do de
tratamento, com excec¢do de um unico participante do grupo PTN que ndo possuia dados

de comprimento dos teldmeros para nenhum dos tempos (PRE e POS).

Uma andlise secundaria pds-hoc agrupando os grupos de intervencao (INT; ou
seja, PTN+PLA) foi realizada para avaliar o efeito combinado do treinamento fisico e da
restri¢do calorica, independentemente da suplementacdo de proteina. Adicionalmente,
uma analise de sensibilidade pos-hoc foi realizada utilizando a correlagdo de medidas
repetidas (rmcorr) para avaliar a relacdo entre as mudangas no comprimento dos

telomeros e as mudancas nos marcadores de estresse oxidativo, parametros
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antropométricos e de composi¢ao corporal. Este método foi escolhido porque a analise de
correlacdo convencional, quando aplicada a observacdes ndo independentes, como dados
agregados de medidas repetidas, pode produzir resultados enviesados devido a violagao

da independéncia e/ou padrdes diferentes entre e dentro dos sujeitos.!¢?

A abordagem de intencdo de tratar foi utilizada em todas as andlises, a fim de
preservar a integridade da randomizagdo. Dados faltantes foram estimados pelo modelo
misto. Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software R (versao
4.2.1, R Development Core Team). O nivel de significancia foi estabelecido em p<0,05.
Os dados sdo apresentados como frequéncias (n, %) ou média+DP, salvo indicagdo em

contrario.
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6. RESULTADOS
6.1 Participantes

O fluxo dos participantes no estudo esta representado na Figura 8. Quatrocentos e
trés participantes foram avaliados para elegibilidade. Destes, cento e cinco atenderam a
todos os critérios de inclusdo e exclusdo, e foram distribuidos aleatoriamente entre os
grupos experimentais (n=35 por grupo). Ao longo do estudo, houve perda de seis
participantes por grupo (n=18 no total) devido a problemas de satude nao relacionados ao
estudo (n=2 no total) ou por razdes pessoais (n=16 no total). Todos os participantes foram

incluidos para a analise final, seguindo o principio de intengdo de tratar.

As caracteristicas basais dos participantes estdo representadas na Tabela 1. A
idade média da amostra foi de 71,5 £ 5,4 anos, o peso corporal 87,0 £ 13,7 kg, o IMC
35,1 £4,4 kg/m?. Os critérios de sarcopenia (for¢a de preensdo manual (FPM)/IMC,
MMA/IMC) e a presenga de comorbidades estdo descritos detalhadamente na Tabela 1.
A prevaléncia de diabetes foi de 28,5%, hipertensdo 68,5%, doencas psicologicas 22%,
doengas reumaticas 12%, dislipidemia 42%, e osteopenia 59%. Os individuos ndo
apresentaram diferengas significantes entre as varidveis antes do inicio da intervengao,

indicando homogeneidade entre a amostra (Tabela 1).

A aderéncia dos participantes ao programa de treinamento fisico e a
suplementagdo nutricional foi de 85+16% e 99,9+0,7% no grupo PTN e de 89+16% e
99,940,5% no grupo PLA, respectivamente.

Tabela 1. Caracterizagdo da amostra

Caracteristicas Basais PTN (n=35) PLA (n=35) CTL (n=35) P valor
Sexo 1,0000
Masculino 8 (23%) 8 (23%) 8 (23%)

Feminino 27 (77%) 27 (77%) 27 (77%)

Idade (anos) 722+£5)5 71,8£5,5 71,0£52 0,7003
Composicio Corporal

Peso Corporal (kg) 88,6 + 15,7 87,3+ 12,1 84,9+129 0,5097
Estatura (m) 1,57 £0,09 1,59 £ 0,09 1,57 £0,08 0,5866
Circunferéncia da Cintura (cm) 111,7+ 12,4 110,4 + 9,08 108,9 +9,3 0,5256
Circunferéncia do Quadril (cm) 113,8+£9,6 112,3 + 8,36 110,5+ 8,5 0,2411
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FPM/IMC (kg) 0,52 +0,17 0,56 +0,18 0,58+0,18 0,3621
1-RM leg press (kg) 99,86 + 35,61 99,56 + 35,66 106,86 + 42,97 0,6676
1-RM bench press (kg) 21,89 + 8,82 23,24 + 8,37 23,24 + 8,58 0,7529
Comorbidades

Diabetes 11 (31%) 12 (34%) 7 (20%) 0,3929
Hipertensao 29 (83%) 20 (57%) 23 (66%) 0,0568
Doencas Psicologicas 6 (17%) 12 (34%) 5 (14%) 0,1119
Doengas Reumatolégicas 4 (11%) 3 (9%) 6 (17%) 0,6606
Dislipidemia 16 (46%) 15 (43%) 13 (37%) 0,8266
Osteopenia 21 (60%) 20 (57%) 21 (60%) 1,0000
Uso de Medicamentos

Anti-hipertensivos 29 (83%) 20 (57%) 23 (66%) 0,0568
Hipoglicemiantes 11 (31%) 12 (34%) 7 (20%) 0,3929
Estatinas 16 (46%) 15 (43%) 13 (37%) 0,8266
Tieroideanas 6 (17%) 11 (31%) 9 (26%) 0,4194
Ansioliticos ou antidepressivos 6 (17%) 12 (34%) 5 (14%) 0,1119

Dados representadas por média = DP ou por nimero de participantes (%).

6.2 Analise primaria

Todos os participantes foram incluidos na analise estatistica de acordo com o
principio de intengdo de tratar. No momento pos, houve problemas técnicos na etapa de
extracdo do DNA, impedindo a analise do comprimento dos teldmeros de 1 participante
do grupo PTN. Adicionalmente, 2 participantes do grupo CTL realizaram apenas a coleta

sanguinea, ndo completando todas as avaliagdes apoOs as 16 semanas.

A Tabela 2 apresenta os resultados da andlise primaria por intencao de tratar para as
mudangas no comprimento dos teldmeros, marcadores de estresse oxidativo, parametros
antropométricos € de composicao corporal relacionados a obesidade e sarcopenia. Tanto
o grupo PTN quanto o grupo PLA mostraram melhoras significantes no peso corporal,
IMC, RCQ, massa gorda total e aumentos em MMA/IMC e FPM/IMC em comparacdo
com o grupo CTL (todos p<0,05; Tabela 2). Em relacdo as mudangas na massa magra, foi
observada apenas um efeito principal do tempo (EMD: -0.48, [IC95% =-0,94: -0,02], p=
0,042), sem interagdo entre tempo x grupo. Similarmente, observamos um efeito principal
do tempo para os niveis de TBARS (EMD: 0,33, [1C95% =0,09: 0,57], p= 0,007), sem

interagdo entre tempo X grupo.

O grupo PTN apresentou melhorias médias significantes em relacdo ao grupo PLA
para todas as varidveis: peso corporal, IMC e MMA/IMC (todos p<0,05; Tabela 2), além

de uma tendéncia para a massa gorda total (p=0,087). No entanto, as mudangas de RCQ
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foram menores no grupo PTN em comparagao do grupo PLA (p<0,05; Tabela 2). As
alteracdes na razdo entre FPM/IMC e da massa gorda total foram estatisticamente

comparaveis entre ambos os grupos experimentais (p>0,05; Tabela 2).
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Tabela 2. Efeitos da suplementacdo de proteina combinada ao exercicio fisico e restrigdo caldrica nos parametros antropométricos, composi¢ao corporal, comprimento dos
teldmeros e marcadores de estresse oxidativo.

Interagd Diferengas entre grupos apo6s intervengao
[0
PIN PLA CTL Grupo- PTN vs. PLA PTN vs. CTL PLA vs. CTL
Tempo
PRE POS PRE POS PRE POS EMD EMD EMD
(n=35) (=29 (=35) (@=29) (=35 (m=27) PV (gscpy PVAOr - g5cpy  pvalor - g5cp  pvalor
Peso -1,8 5,4 -3,6
corporal 88,6+15,7 82,6130  87,3+12,1  82,0£10.8  84,9+12,9  82,0+11,1  <0,001  (-3,0; <0,001  (-6,7; <0,001 (—4.8; <0,001
(kg) —0,6) -4,2) -2,4)
IMC -0,8 -2,2 -1,5
36,044,79  33,7+4,85  34,7+4,51 32,69+3,32 34,49+3,97 342442  <0,001  (-1,2; <0,001 (=27 <0,001 (-2,0; <0,001
(kg/m?)
-0,3) -1,7) -1,0)
0,02 —0,03 -0,05
RCQ 0,98+0,08  0,95+0,07  0,99+0,08  0,94+0,08  0,99+0,09  0,9+0,09  <0,001  (0,00; 0,044  (-0.,05; <0,001 (-0,07;  <0,001
0,04) —0,01) —0,03)
Massa —0,84 —4,65 -3,81
da (ke) 41,748,93  37,10+8,75 40,7+ 7,48 36,43+593 39,56+8,0  39,6+7,8  <0,001 (-1,76; 0,087  (=5,59; <0,001 (—4,74;  <0,001
gorda (kg —0,07) -3,71) -2,87)
Massa 42,148,66  41,66+6,85 42,3+7,29 41,85+7,16 41264690  39,1+4.8 0,595
magra (kg)
MMA 0,03 0,06 0,03
0,49+0,12  0,54+0,11  0,52+0,11  0,54+0,11  0,51+0,10  0,48+0,09  <0,001  (0,02;  <0,001 (0,04 <0,001 (0,01; <0,001
/IMC
0,04) 0,7) 0,04)
FPM 0,00 0,22 0,21
/IMC 0,52+0,17  0,71+021  0,56+0,18  0,73+0,18  0,58+0,18  0,5+0,1 <0,001  (-0,04; 1,000 (0,17; <0,001 (-0,16;  <0,001
0,05) 0,26) 0,26)
PRE POS PRE POS PRE POS
(n=35) (n =28) (n =35) (n =29) (n =35) (n =29)
0,978+0,04 0,992+0,05 0,986+0,06 0,990+  0,987+0,05
CT (T/S) 9 s 0 0.043 5 0,986+0,05 0,147
PRE POS PRE POS PRE POS
(n=35) (n =29) (n =35) (n =29) (n =35) (n =29)
TBARS
(eq. MDA 1,94+0,66  1,92+0,77  1,95+0,95  2,05+0,93  1,94+0,53  2,25+0,94 0,109

uM)
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GPx (umol
GSH/min/  400,4+55,6 415,1+453 407,9+472 414,5445,8 402,3+39,5 396,5+38,0 0,090
mL)

GR (umol
NADPH/m 48,60+2,96 49,62+4,10 48,1542,95 47,22+4,64 48,51£2,38 49,0242,46 0,211
in/mL)

GST (pmol
GSH
conjugado/
min/mL)

17,1+6,4 21,2+7,0 19,5¢11,2  21,1+10,4 19,3+9,7 18,7+8,2 0,999

SOD (%
inibi¢ao/2 22,5457 23,0+4,8 21,739 23,5+4,0 22,0+£5,6 22,639 0,367
ul)

CAT

(U/mL) 62422 59425 65829 65436 60428  56+2,1 0,800

Comparacdes baseadas no modelo misto linear com analise de medidas repetidas ajustadas pelo valor inicial, Dados apresentados com média+DP; diferenca média estimada (EMD) e
95% do intervalo de confianga (95CI), Abreviacdes: PTN: suplementagdo de proteina; PLA: suplementagdo de placebo; CTL: controle (sem intervengdo); IMC: indice de massa
corporal; RCQ: relacdo cintura quadril; MMA/IMC: massa magra apendicular ajustada pelo IMC; FPM/IMC: for¢a de preensdo manual ajustada pelo IMC; CT: comprimento do
telomero; TBARS: substancias reativas ao acido tiobarbiturico; GPx: glutationa peroxidase; GR: glutationa redutase; GST: glutationa S-transferase; SOD: superoxido dismutase; CAT:
catalase; Negrito indica p<0,05.
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A andlise secundéria pds-hoc (agrupando os grupos de intervencdo PTN e PLA)

revelou interagdes grupoxtempo favoraveis a INT (Tabela 3). Em comparagao ao grupo

CTL, o cluster INT revelou melhoras significantes no comprimento do telomero, niveis de

TBARS, além do peso corporal, IMC, RCQ, MMA/IMC, FPM/IMC, e na massa gorda total

apds 16 semanas de intervencdo (todos p<0,05; Tabela 3). Para a massa magra total foi

observado um efeito principal do tempo (EMD: -0.43, [IC95% = -0,82: -0,05], p= 0,042).

Nenhuma outra interagdo grupo por tempo ou efeito principal foi observado (todos p>0,05;

Tabela 3).

Tabela 3. Efeitos do exercicio fisico e restrigdo caldrica nos pardmetros antropométricos, composi¢do

corporal, comprimento dos teldmeros e marcadores de estresse oxidativo.

Interagdo Diferengas entre
INT CTL Grupo- grupos apos
Tempo intervengao
PRE POS PRE POS valor EMD valor
(n = 70) =58  (n=35) m=27y ? oscn P
Peso 8804140 8234119 8494129 S2I+111  <0,001 3% 90001
corporal (kg) -3.5)
IMC (kg/m?) 35,4447 332441 345440  343+42  <0,001 _l’fl(:é’z; <0,0001
-0,05
RCQ 0,98+0,08  0,95+0,08  0,99+0,09 0,99+0,09 <0,001  (-0,06;  <0,0001
-0,03)
Massa gorda 4, 5 g5 368474 396480  39.6¢7.8  <0,001 2300 g 0001
(kg) -3,5)
Massa 42,2479 41,8469 413469  39,1+4,9 0,598
magra (kg)
MMA/IMC 0,5120,12  0,54+0,11  0,51£0,12  0,48+0,09  <0,001 0,0(4)1 82303:
0,21 (0,18:
FPM/IMC 0,5440,17  0,7240,19  0,58+0,18  0,54+0,17  <0,001 0.25)
PRE POS PRE POS
(n=70) (n=157) (n=35) (n=27)
0,014
CT (T/S) 0,975+0,05  0,991+0,04 0,987+0,05 0,986+0,05 0,0355  (0,001; 0,040
, , , . 0,027)
PRE POS PRE POS
(n =70) (n=58) (n=35) (n=27)
TBARS (eq. -0.31
MDA uM) 1,95+0,81  1,99+0,85  1,94+0,53 2254094 0,0467  (0,57; 0,007

—0,04)
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GPx (umol

S)SH/m‘n/m 40424512  414,8+45,1 40234395 396,5+38,0  0,0640
GR (umol
}ffL?PH/mm 48384305 48474449 48514238 49.024246 0,6127
GST (pmol
GSH
conjugado/m  18,3%92 212488  193+9,7 18,7482  0,1730
in/mL)

SOD (%
LnLﬂ)"gaO/ 2 22,16+4,.86  2329+442 22,05£5.69 22,62+3.94 0,3139
CAT
(U/mL)
Comparagdes baseadas no modelo misto linear com analise de medidas repetidas ajustadas pelo valor inicial.
Dados apresentados com média+DP; diferenca média estimada (EMD) e 95% do intervalo de confianca
(95CI), Abreviagdes: INT (suplementacdo de proteina + suplementagdo de placebo agrupados); CTL:
controle (sem intervencdo); IMC: indice de massa corporal; RCQ: relagdo cintura quadril; MMA/IMC: massa
magra apendicular ajustada pelo IMC; FPM/IMC: for¢a de preensdo manual ajustada pelo IMC; CT:
comprimento do teldomero; TBARS: substancias reativas ao acido tiobarbitrico; GPx: glutationa peroxidase;
GR: glutationa redutase; GST: glutationa S-transferase; SOD: superoxido dismutase; CAT: catalase; Negrito
indica p<0,05.

6,31+£2,61 6,27+3,14  6,01£2,88  5,68+2,16  0,6077

6.4 Correlagoes de medidas repetidas

Foram conduzidas correlagdes de medidas repetidas entre as mudangas no
comprimento dos teldomeros e os resultados secundarios, exibidos na Tabela 4. O aumento no
comprimento dos telomeros foi positivamente correlacionado com as mudangas na razao
entre a forga de preensdo manual pelo IMC, FPM/IMC (p=0,041), nos niveis de atividade de
GPx (p=0,048), além de apresentar uma tendéncia a significancia entre as mudangas no
TBARS (p=0,078), e negativamente correlacionado com as mudancas no peso corporal, IMC,
RCQ e massa gorda total (todos p<0,05), Nenhuma outra associacdo significante foi
encontrada entre as mudancas no comprimento dos telomeros € a massa magra, MMA/IMC
ou qualquer outro marcador de estresse oxidativo (GR, GST, SOD ou a atividade da catalase)

(todos p>0,05).

No cluster INT, resultados semelhantes foram observados, exceto por correlagdes

positivas entre mudangas no comprimento do telomero e mudancas na razao FPM/IMC, que
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mostraram tendéncias em dire¢ao a significancia (p>0,05). Ao analisar os grupos de forma
independente, encontramos correlagdes entre mudangas no peso corporal, IMC, RCQ, massa
gorda, FPM/IMC e atividade GPx no grupo PTN. Além disso, uma tendéncia em direcdo a
significancia foi encontrada entre mudangas no comprimento do telomero e mudancas em
MMA/IMC (p=0,072). Por outro lado, no grupo PLA observamos apenas uma correlagao
negativa entre a mudanga no comprimento dos telomeros e a alteragdo do IMC, embora
tendéncias tenham sido encontradas para correlagdes com RCQ e massa gorda total (ambos

p<0,10). Nenhuma correlagao significativa foi observada nos grupos PLA ou CTL.

Tabela 4. Correlagdo de medidas repetidas entre o comprimento dos telomeros e os pardmetros antropométricos, massa gorda total,
massa magra total e marcadores de estresse oxidativo,

Amostra total INT PTN PLA CTL
(n=84) (n=57) (n=28) (n=29) (n=27)

r p valor r p valor r p valor r p valor r p valor
Peso -0,37 0,001 -0,39 0,005 -0,37 0,001 —-0,32 0,107 0,19 0,350
corporal
IMC —-0,40 <0,001 -0,41 0,002 -0,49 0,011 —0,42 0,028 —-0,21 0,302
RCQ -0,34 0,003 -0,37 0,006 —-0,43 0,026 —-0,35 0,072 —0,05 0,812
Massa -0,37 0,001 -0,38 0,006 -0,37 0,001 —-0,34 0,087 —-0,27 0,176
gorda
Massa 0,00 0,980 —-0,07 0,614 0,00 0,980 —-0,03 0,881 0,16 0,432
magra
MMA/IMC 0,16 0,167 0,15 0,292 0,36 0,072 0,05 0,798 0,27 0,181
FPM/IMC 0,23 0,041 0,24 0,092 0,46 0,019 0,17 0,419 0,17 0,405
GPx 0,23 0,048 0,31 0,031 0,23 0,048 0,14 0,137 0,00 0,985
TBARS 0,21 0,078 0,21 0,157 0,21 0,078 0,24 0,249 0,32 0,105
GR 0,04 0,712 0,03 0,832 —-0,20 0,331 0,08 0,711 0,11 0,590
GST -0,10 0,394 —-0,14 0,322 0,00 0,990 —-0,25 0,224 0,06 0,778
SOD 0,08 0,478 0,09 0,549 0,07 0,731 0,10 0,635 0,16 0,433
CAT —-0,15 0,202 —0,23 0,116 —-0,34 0,094 —-0,18 0,389 0,13 0,523

Dados apresentados como média+DP. Abreviagdes: INT (suplementagdo de proteina + suplementagdo de placebo agrupados); PTN:
suplementagdo de proteina; PLA: suplementagdo de placebo; CTL: controle (sem intervengdo); IMC: indice de massa corporal;
RCQ: relagdo cintura quadril; MMA/IMC: massa magra apendicular ajustada pelo IMC; FPM/IMC: forca de preensdo
manual ajustada pelo IMC; GPx: glutationa peroxidase; TBARS: substincias reativas ao acido tiobarbiturico; GR:
glutationa redutase; GST: glutationa S-transferase; SOD: superoxido dismutase; CAT: catalase; Negrito indica p<0,05.
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7. DISCUSSAO

O presente trabalho buscou investigar o efeito combinado da suplementacdo de
proteina com treinamento fisico e restricdo caldrica no comprimento do teldomero e nos
marcadores de estresse oxidativo de idosos com obesidade sarcopénica. Os achados
revelaram que: (i) uma abordagem multidisciplinar combinando as estratégias do treinamento
fisico e restri¢ao calorica melhorou os parametros relacionados a obesidade e a sarcopenia
com beneficios adicionais observados apos a suplementagdo de proteina; (ii) o treinamento
fisico e a restri¢ao calorica melhoraram o comprimento do teldmero e atenuaram as alteragdes
nos niveis de TBARS sem nenhum efeito adicional da suplementagdo de proteina; e (iii) as
melhorias no comprimento do teldmero foram positivamente correlacionadas com alteragdes
nos niveis de TBARS, atividade de GPx e FPM/IMC, e negativamente correlacionadas com

as reducdes no peso corporal, IMC, RCQ e massa gorda total.

A andlise primaria demonstrou que combinar o treinamento fisico e restri¢do caldrica
melhorou significativamente os parametros relacionados a obesidade (peso corporal, IMC,
RCQ, massa gorda total) e a sarcopenia (MMA/IMC e FPM/IMC), com maiores efeitos
advindos da suplementacao de proteina nas variaveis peso corporal, IMC e MMA/IMC em
relagdo ao PLA, corroborando seu valor terapéutico no tratamento de idosos com obesidade
sarcopénica. E sabido que o tratamento mais indicado para a reducio de gordura corporal na
obesidade sarcopénica é combinar o exercicio fisico a estratégias nutricionais.’ A capacidade
do exercicio como contramedida para conter a perda da massa magra durante o
envelhecimento, e/ou para melhorar forca muscular, desempenho fisico e reduzir a massa
gorda em idosos com obesidade sarcopénica é cada vez mais evidente, !67:193:20!
Particularmente, o treinamento fisico combinado (aerobio e for¢ca na mesma sessao), utilizado
em nosso protocolo, se mostrou anteriormente mais eficaz em reduzir deposicao de gordura
ectopica, melhorar a funcionalidade fisica e metabdlica entre adultos mais velhos com
obesidade do que quando comparada aos treinos de forca e aerdbio isoladamente.??” Nossos
resultados estdo de acordo com a literatura que mostra que combinar o treinamento de forca

com o aerdbio, sozinhos ou atrelados ao consumo de proteina, reduz a massa gorda, apesar

de os beneficios ndo se traduzirem necessariamente em aumento de massa muscular.!”®
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Apesar dos desafios na aplicacdo pratica da RC na populacdo de idosos com
obesidade sarcopénica em fun¢do dos efeitos adversos ja& mencionados na massa magra

(muscular e 6ssea),!%226

o presente trabalho mostrou que a RC de aproximadamente 450
calorias (dados nao apresentados) garantindo a necessidade didria de minerais (1.500 mg de
calcio/dia e 1.000 UI de vitamina D/dia) pode ser aplicada de forma segura para fins de
redugdo de gordura sem apresentar prejuizos a saude muscular. Isso foi confirmado pela
melhora apresentada na massa magra apendicular e na for¢a de preensdo manual ajustadas
pelo IMC (MMA/IMC e FPM/IMC, respectivamente) e pela maior magnitude do beneficio
na MMA/IMC conferida ao combinar a suplementacdo de proteina a RC e ao treinamento
fisico. Esta recomendagdo est4 alinhada com trabalhos anteriores**® que destacaram o papel
crucial dos micronutrientes (magnésio, calcio, vitamina D etc.) nos individuos com obesidade
sarcopénica uma vez que a ingestdo insuficiente estd relacionada ao desenvolvimento da
sarcopenia.'”! Por este motivo, foi necessario garantir a ingestdo de micronutrientes durante

o protocolo de restri¢ao calorica deste trabalho, uma vez que tal deficiéncia poderia tornar-

se um fator de confusdo para os resultados.’"’

O comprimento dos telomeros ¢ influenciado por diversos fatores bioldgicos,'?’

ambientais,***31%

condigdes cronicas (por exemplo, obesidade e sarcopenia) e estilo de
vida 06-133:181184.294 Q15 taxa de atrito pode influenciar profundamente a estabilidade do
genoma, bem como a saide geral do organismo.”** Inclusive, além de marcador de
envelhecimento bioldgico, o CT pode ser um preditivo para riscos na satide.?** Como o
encurtamento dos telomeros estd intimamente ligado a senescéncia celular, distarbios

58,131,299

sistémicos, desenvolvimento de doengas relacionadas a idade e aumento do risco de

mortalidade por todas as causas,*>>>-98:131.165

¢ interessante promover intervengdes de estilo
de vida para retardar ou neutralizar'’® o encurtamento a fim de evitar suas consequéncias

patolégicas.?

O objetivo primario deste trabalho foi responder se a suplementacdo de proteinas
combinada ao treinamento fisico e restri¢do calorica alterou o comprimento dos teldmeros
de idosos com obesidade sarcopénica. Os resultados da andlise primaria ndo apontaram
diferencas estatisticas entre grupo e tempo, revelando que ndo houve efeito adicional da

suplementagdo de proteinas na biologia dos teldmeros. Na literatura, ¢ bem estabelecido o
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beneficio associado ao consumo de alimentos saudaveis (ricos em frutas, vegetais, graos e
legumes) no comprimento dos telomeros.!”8183 No entanto, o efeito do consumo de proteinas
permanece incerto. Sabe-se que a alta ingestdo de carne vermelha (rico em proteinas),!?%!%3
alimentos ultraprocessados,'®” acucar artificial e bebidas acucaradas s3o prejudiciais aos
telomeros.'* Por outro lado, a suplementacdo de outros componentes, por exemplo o cha
verde, ja foram capazes de alongar os teldmeros de mulheres obesas.!®%!% Contudo, cada vez
mais pesquisas mostram que o conteudo nutricional dos alimentos se configura como um
aspecto relevante para o consumo e seus potenciais beneficios e maleficios.'®® Um exemplo
disso ¢ o conteudo de aminodcidos essenciais com propriedades antioxidantes do whey
protein (i.e. cisteina, precursora da GSH) que, diferente da carne vermelha, parece atenuar a

18,304

inflamacao, 0 que poderia indiretamente favorecer os telomeros.

No entanto, neste trabalho a suplementacao de 40g de whey protein no café da manha
por 16 semanas ndo se mostrou suficiente para modificar o comprimento nos telomeros de
idosos com obesidade sarcopénica. Este resultado estd alinhado com a maioria dos estudos
de intervencdo com suplementos que niio observou alteragdes no comprimento telomérico.'*
Uma explicagdo para isso pode ser a relacdo controversa entre nutri¢ao e longevidade, bem
como a quantidade de proteina utilizada.'” Se por um lado sdo sugeridas dietas ricas em
proteinas para melhorar a massa e for¢a muscular de idosos e/ou para conter a perda durante
o envelhecimento, de outro estudos epidemioldgicos sugerem sua associagdo a um maior
risco de doengas.!”* Além disso, uma recomendagio mais recente sugeriu um consumo de 1,2
a 1,5 g/kg/dia como ideal para individuos em condigdes de restri¢io calérica (RC).2* Como
a suplementacdo oferecida em nosso protocolo atingiu o consumo médio de
aproximadamente 1,2g/kg/dia, € possivel que esta quantidade tenha sido suficiente apenas
para melhorar os parametros da sarcopenia e obesidade, mas ndo para promover ganhos a

nivel gendmico.'”

Embora a literatura demonstre que os beneficios do treinamento fisico se estendem
a biologia dos teldmeros, prevenindo o desgaste e/ou até mesmo alongando-os,”*® nossos
resultados ndo puderam demonstrar o efeito do exercicio separadamente da intervencao
como um todo devido a natureza do desenho experimental. Porém, sabe-se que, geralmente

as melhorias no CT ocorrem através do treinamento aerobio,?*>2*! ja que poucos trabalhos
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avaliaram o treinamento de for¢a.!'*?*2 Notavelmente, uma recente meta-analise sugeriu que
combinar os exercicios de forca e aerobio traz maiores beneficios ao CT do que cada um
deles isoladamente.??* Isso pode ser verificado no estudo prospectivo de Brandao e
colaboradores que observaram um aumento de 2% no comprimento dos telomeros de
mulheres obesas pré-menopausa apos oito semanas de treinamento combinado (3 sessdes
por semana).'®® Apesar das evidéncias, a intervenc¢do do atual trabalho demonstrou apenas
uma tendéncia a significancia para interagdes grupo por tempo no comprimento do telomero
(p = 0,082). Vale mencionar que, mesmo com as mudangas significativas nas medidas
antropométricas e de composicao corporal resultantes da intervengao, parte da amostra ainda
permanece com obesidade. Portanto, a inflamagao cronica, cujo mecanismo estd entre os
principais responsaveis pelo atrito dos telomeros, persiste ¢ pode explicar a auséncia de

alteragcdo no comprimento dos teldmeros incialmente.

Curiosamente, os resultados da andlise secundaria apresentaram um aumento
significante no comprimento dos telomeros no cluster INT quando comparado ao CTL,
sugerindo que tal mudanca pode ter relacdo com outros fatores que ndo a suplementagdo
proteica diretamente, mas com a RC, exercicio fisico e/ou com o efeito da intervengdo como
um todo na composi¢ao corporal. A alteracdo no CT pode ser explicada pela perda de peso,
como ja demonstrado anteriormente em obesos.!%%138:139299 Altas magnitudes de redugio de
peso corporal, como na cirurgia bariatrica, revelaram recuperagdo no comprimento

telomérico,?0%21°

confirmando o potencial deste artificio para retardar o
envelhecimento.'**!”3 Corroborando com esta ideia, Mason e colaboradores descobriram que
uma perda e manutengdo de 5 a 10% do peso corporal por 12 meses possibilita o aumento
dos telomeros entre individuos adultos com obesidade.?’® Assim, os dados da analise
secundaria estdo em concordancia com estudos anteriores pois alteracdes no comprimento

dos telomeros de idosos com obesidade sarcopénica foram observados com uma perda de

peso de aproximadamente 7% ap0s os 4 meses.

Os grupos PTN e PLA também receberam suplementos de célcio e vitamina D, o que
pode ter contribuido para os efeitos positivos observados no comprimento do telomero e nos
marcadores de estresse oxidativo no grupo INT.!” Outra possibilidade para explicar o

aumento no CT pode ter relagio especifica com a redugiio do estresse oxidativo.??! O estresse
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oxidativo, idade e presenca de comorbidades foram anteriormente associadas a menor CT, >
bem como a patogénese de diversas doencas,’'* j4 que a fonte principal das ERO ¢ a
inflamagdo e/ou disfuncdo mitocondrial.>!® A nivel molecular, o estresse oxidativo pode
alterar o DNA e tem sido associado a redugdo do comprimento dos teldmeros.?*® De fato, um
experimento com cultura de fibroblastos humanos mostrou que o estresse oxidativo leve
acelerou o encurtamento dos teldmeros,*’ possivelmente através do dano oxidativo ao
DNA 2" Evidéncias recentes indicam que mudangas no estilo sdo capazes de promover saude
através da redugdo da carga inflamatdria e oxidativa do organismo.!’®** Um exemplo disso
¢ a reducdo no estresse oxidativo induzida pelo treinamento fisico, capaz de melhorar as

defesas antioxidantes e proteger contra danos celulares, mesmo em idosos. 240-257

Além disso, a RC foi anteriormente associada a biomarcadores de envelhecimento e

213

longevidade,”'” e correlacionada aos telomeros de maior comprimento em adultos mais

* sugerindo um envolvimento na regulacdo telomérica através da melhora dos

jovens,!”
marcadores do estresse oxidativo.?>*?%>332 De fato, estudos mostram a correlacdo positiva
entre o encurtamento no CT e biomarcadores do estresse oxidativo no envelhecimento.?*’ O
aumento do CT pode ser devido a redugdo do estresse oxidativo através do aumento na
defesa oxidante e/ou na boa remocio na elimina¢io das ERO.%” A RC parece reduzir o

estresse oxidativo via aumento das defesas antioxidantes, incluindo glutationa oxidada e

reduzida (GSH/GSSG),** e prevencdo no declinio das enzimas antioxidantes SOD e

221,222 215,223

catalase, 0 que poderia explicar a reducdo de danos celulares e justificar uma
possivel acdo protetiva aos telomeros. O cenario contrario, ou seja, uma maior deplecao de
glutationa®** e a presenca de produtos da peroxidacio lipidica??® parecem inibir o reparo do
DNA e induzir o estresse oxidativo. Ainda, vérios genes antienvelhecimento, incluindo
aqueles envolvidos na produgdo de enzimas antioxidantes, reparo de DNA e autofagia, sdo
ativados e regulados positivamente pela restricdo calorica, impactando diretamente os
telomeros.!”® Além disso, a RC melhora sensibilidade a insulina,!”? e a sinalizagdo do fator
de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1),>'7 que sdo fatores interligados a
glicotoxicidade e lipotoxicidade e fontes de ERO contribuintes para manutengdo do estresse
oxidativo. Assim, € possivel que o beneficio aos teldmeros neste trabalho seja advindo da

melhora na saude metabolica, derivada da perda de peso.?!® Inclusive, pode-se argumentar
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que mudangas perceptiveis nos resultados da composi¢ao corporal tendem a se manifestar
mais cedo como consequéncia da intervencao aplicada, enquanto efeitos mensuraveis no

comprimento do teldmero e no estresse oxidativo podem levar mais tempo para ocorrer.

Neste trabalho foi explorada a atividade enzimatica antioxidante de CAT, SOD, GPx,
GR e GST e ndo houve interagdes de grupo e tempo para os marcadores no decorrer das
analises (todos p > 0,05). GPx, GR e GST sao parte do sistema principal glutationa e atuam
juntamente com a SOD na eliminacao do peréxido de hidrogénio e de hidroperoxidos
lipidicos.?! A GPx é a enzima responsavel pela oxidacdo de glutationa reduzida (GSH),
formando o dissulfeto de glutationa (GSSG), assim como a conversao GSSG novamente a
glutationa reduzida GSH ocorre pela acdo da glutationa redutase (GR).2”® O excesso de
GSSG (glutationa oxidada) e/ou a deplegio de GSH sio indicadores de estresse oxidativo.?”
A glutationa S-transferase (GST) participa na catalizacdo das reacdes desintoxicantes da

GSH.?

Os dados a respeito de antioxidantes na literatura variam conforme a idade e/ou
atividade fisica e sdo inconsistentes. Durante o envelhecimento, ha um declinio da atividade

276,285

antioxidante e um aumento dos agentes pro-oxidantes.?*?4” No entanto, a expressdo da

282,283 & em idosos ativos

CAT, por exemplo, foi maior em idosos treinados ao longo da vida
comparados aos sedentérios, assim como os valores de SOD e GR.?’® Além disso, a atividade
da CAT medida no musculo esquelético dos idosos foi maior apés treino de for¢a.”s! Em
contrapartida aos resultados deste trabalho, um ECR de 8 semanas de treino aerobio
demonstrou que as atividades musculares de CAT e SOD2 aumentaram nos idosos, indicando
o potencial do exercicio na capacidade antioxidante.?®* Contrastando esta ideia, uma maior
producdao de hidroperéxido de hidrogénio (H202), marcador de estresse oxidativo, foi
observada apos 16 semanas de exercicio aerobio.?** A hipotese, assim como neste estudo, era
de que a intervencdo reduzisse o estresse oxidativo,’** no entanto este dado contraditorio
corrobora com outros achados sobre o fato de a contracdo muscular per se aumentar
acentuadamente a producdo de ERO.2642¢ Além disso, a correlagio entre o declinio
significativo no CT com biomarcadores de estresse oxidativo?*’ ndo foi confirmada por todos

os trabalhos.*® Um ECR de mulheres obesas de meia-idade que realizaram treinamento

aerobio por 6 meses demonstrou que, apesar de um aumento nos marcadores de estresse
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oxidativo (GPx e MDA), este ndo foi acompanhado pela alteragdo no comprimento dos
telomeros.?3® Vale o destaque para o fato de que a maior peroxidacio lipidica neste caso nio
foi suficiente para atingir toxicidade ao organismo, o que pode ser visto como um resultado

positivo.

A peroxidagdo lipidica no presente trabalho foi mensurada através do TBARS,
método de medigcdo que quantifica substancias reativas ao acido tiobarbiturico (incluindo,
mas ndo se limitando ao MDA), como marcador de estresse oxidativo.?!® Altos niveis de
peroxidagdo lipidica da membrana podem levar a respostas inflamatorias e a proliferagao
celular/apoptose.?®” Curiosamente, a atividade fisica parece ser responsavel por reduzir os
niveis de peroxidagdo lipidica em idosos.?*?*° Além disso, idosos fisicamente ativos

286,288 o piveis mais

mostram niveis de peroxidacao lipidica semelhantes a jovens sedentarios,
baixos de MDA quando comparados aos pares inativos.?”® No atual trabalho, a andlise
primaria de TBARS ndo mostrou diferengas estatisticas entre os grupos apos 16 semanas de
intervengao, apesar de uma tendéncia a significancia para interagdes grupo por tempo ter sido
observada (p =0,051). Embora nao reproduzidos nos resultados do presente trabalho, o MDA
plasmatico ja foi anteriormente associado a mudancas positivas (reducdes) induzidas pelo
exercicio na massa e fun¢io muscular de idosos.?® Ainda, um estudo realizado em mulheres
que realizaram treinamento de for¢a mostrou aumento na capacidade antioxidante total ao
mesmo tempo que reduziu os niveis de MDA.* Inclusive, o efeito do treinamento

combinado parece ser semelhante.?’!

Inicialmente, a auséncia de alteragdo dos valores de TBARS ap0s a intervencao pode
ser um indicativo de que a capacidade antioxidante resistiu ao aumento na producao de ERO.
Isto €, € possivel que a interven¢ao com exercicio fisico, RC e suplementagdo de proteina
promova beneficios no sistema redox e na prevengdo de danos ao DNA sem que ocorra
alteracdes nos marcadores.?”® De forma interessante, a andlise secundaria encontrou
significancia nos niveis de TBARS, com um aumento aparentemente impulsionado
principalmente pelos valores de CTL, indicando uma possivel influéncia positiva do
exercicio fisico e restricao calorica. Uma importante discussao consiste em que por mais que
haja aumento na atividade enzimadtica antioxidante como resposta ao exercicio, muitas vezes

esta ndo € suficiente para prevenir o estresse oxidativo presente nos idosos. Isso pode explicar
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0 aumento observado nos niveis de TBARS apds as 16 semanas, decorrentes provavelmente
do préprio envelhecimento. Em geral, o conjunto de evidéncias disponiveis sobre a influéncia
do estresse oxidativo no encurtamento dos teldmeros mostra pouca associagdo com a defesa
antioxidante especificamente.?®* Além disso, como o efeito principal apareceu na anélise
secundaria, pode-se argumentar que o estudo pode nao ter tido poder estatistico suficiente

para detectar pequenas diferencas entre os grupos.

Poucos trabalhos avaliaram de fato idosos com obesidade sarcopénica. Gutiérrez-
Lopez e colegas mostraram os efeitos de um programa de exercicios combinados de
intensidade moderada no dano oxidativo (mensurados por TBARS e MDA) em mulheres
idosas com obesidade sarcopénica comparadas aos pares saudaveis. Apos trés meses de
intervencao foi verificado que o dano oxidativo diminuiu e a defesa antioxidante aumentou
em maior extensao em mulheres com obesidade sarcopénica. Vale referir que o estresse
oxidativo ja era maior duas vezes maior antes do inicio do programa, ¢ que houve reducao

261 5 que pode explicar os beneficios observados

na gordura corporal de forma significante,
na peroxidacgio lipidica e na reducio dos danos oxidativos.?!’ A pratica do exercicio fisico
promove adaptacdes celulares benéficas através de um aumento fisioldégico das ERO bem
como da atividade das enzimas antioxidantes, garantindo a homeostase dos diversos
tecidos.??>?% A perda de peso intencional, por sua vez, seja por meio de dieta ou exercicio,

reduz o estresse oxidativo em individuos obesos?!? e parece ser uma estratégia importante no

tratamento de patologias caracterizadas por presenga de estresse oxidativo.

Por fim, foi conduzida a analise de correlagao entre as mudancas observadas no
comprimento dos telomeros € mudangas em multiplos resultados secundarios, abrangendo
toda a amostra. A andlise mostrou correlacdes fracas a moderadamente significativas. O
aumento no comprimento dos teldmeros foi positivamente correlacionado com as mudangas
FPM/IMC, que reflete melhorias na funcionalidade muscular e na sarcopenia. Infelizmente
tal correlacdo ndo se manteve na andlise do cluster INT, marcando apenas uma tendéncia.
Vale destacar a correlagdo positiva encontrada entre CT e os niveis de atividade de GPx. Uma
maior atividade de GPx induzida por atividade fisica em idosos ndo praticantes de atividade
fisica foi verificada.?’® A amostra do presente trabalho é semelhante ao trabalho citado, pois

os idosos obesos sarcopénicos incluidos neste estudo ndo praticavam exercicios antes do
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inicio da intervengdo. No geral, a GPx parece reduzir com a idade, indicando que o aumento
observado em sua atividade (capacidade antioxidante) pode ser advindo do beneficio do
exercicio fisico ou restricdo calorica.?’”’ Assim, é possivel inferir que este resultado tenha
relagdo com o aumento do CT identificado no grupo INT. Curiosamente, niveis mais altos de
antioxidantes ndo indicam necessariamente uma protecdo maior.>!* Isto &, baseado no
conceito de “hormese”, a presenca dos baixos niveis de radicais livres promove adaptagdes
benéficas ao meio,>®’ enquanto em doses mais altas ¢ prejudicial. A defesa antioxidante
reduzida nos idosos somada ao comprometimento do sistema imunologico (incapaz de
eliminar todas as células senescentes)’*® leva a alteragdes da homeostase redox, resultando
em inflamacdo??? e no aparecimento de doencas relacionadas a idade.?*%** A presenca de

250,251

comorbidades impacta ainda mais o desequilibrio redox, levando a um risco aumentado

de complicagdes metabolicas e aceleracdo do atrito telomérico.!2%230-252

As alteragdes positivas no CT foram negativamente correlacionadas com as mudangas
no peso corporal, IMC, RCQ e massa gorda total. De fato, estudos anteriores demonstraram
uma correlagdo negativa entre pardmetros relacionados a obesidade (como IMC, RCQ e
massa de gordura corporal) e comprimento do teldomero.®” Inversamente, a massa muscular
esquelética foi positivamente associada ao comprimento do teldmero.***%° Assim, o
encurtamento do teldmero na obesidade sarcopénica parece ser parcialmente impulsionado
pelo estresse oxidativo associado a alta adiposidade e a baixa massa muscular.®® Uma revisdo
recente reforga ainda mais essa ligagdo, mostrando que a maioria dos estudos experimentais
indica uma conexao entre o desgaste do telomero e o estresse oxidativo, fornecendo uma base
para nossa hipodtese inicial de que melhorar a composi¢do corporal poderia reduzir o estresse

oxidativo e ajudar a mitigar o encurtamento do teldmero.'*®

E importante ressaltar que, quando analisadas separadamente, a maioria das
correlacdes persistiu apenas no cluster INT e PTN, mas ndo nos grupos PLA e CTL,
sugerindo que as associac¢des gerais foram impulsionadas principalmente por mudangas entre
os participantes do grupo PTN. Embora essa conjectura possa parecer contradizer as
evidéncias atuais sobre a suplementacdo de proteina de soro de leite para esses propdsitos
especificos,® a literatura anterior apoia o papel de dietas ricas em proteinas e com restri¢io

energética na preservacdo da massa muscular magra, a0 mesmo tempo em que promovem
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maiores redugdes de peso corporal e perdas de massa gorda,’’ especialmente quando
combinadas com exercicios,'>> o que pode ter impactado positivamente o estresse oxidativo
e, finalmente, desacelerado a taxa de encurtamento do telomero. Portanto, ¢ razoavel supor
que as maiores mudangas observadas nos parametros relacionados a obesidade e a sarcopenia

entre os participantes do PTN podem estar relacionadas a essas associagdes.

Os pontos fortes deste estudo sdo seu robusto desenho experimental, que apresenta
um ensaio randomizado com bragos de controle rigoroso de placebo e controle sem
intervengdo, juntamente com monitoramento proximo de exercicios e parametros dietéticos
para garantir alta conformidade com as intervencdes. Além disso, este trabalho ¢ um dos
primeiros a avaliar o comprimento dos teldmeros € o estresse oxidativo nos idosos com

obesidade sarcopénica.

No entanto, este trabalho ndo ¢ isento de limitagdes. Primeiro, como esta pesquisa
esta aninhada em um estudo maior, a estimativa do tamanho da amostra foi calculada a priori
considerando a massa livre de gordura como o desfecho primario. Visto que encontramos
efeito no CT apenas ao unificar os grupos, ¢ possivel que a falta de significancia em nossa
analise primaria possa ser devido ao poder insuficiente. Segundo, ndo avaliamos a atividade
da telomerase, o que poderia oferecer ideias a respeito dos mecanismos envolvidos nas
mudangas observadas (ou a auséncia delas) no comprimento do telomero, principalmente
sobre a influéncia do exercicio fisico ja que o desenho ndo abrangeu um grupo comparativo
que realizasse somente o treinamento fisico, sem a restri¢ao calorica. Terceiro, mesmo que a
literatura mostre que o tempo de intervengdo entre os trabalhos varia de 3 meses a 1 ano,**
ndo se pode descartar que o estudo teve duragao relativamente curta e pode nao ser suficiente
para observar alteragcdes a nivel genomico, além de dificultar conclusdes mais profundas
sobre a eficicia e viabilidade da intervengdo em prazos mais longos. Quarto, existem
consideragdes sobre a medi¢do do comprimento dos telomeros e sobre os marcadores de
estresse oxidativo. Além de seu comprimento variar bastante entre individuos (4 a 15 kb
aproximadamente),** a relacio T/S ndo ¢ uma medida direta da regido telomérica e ndo ha
uma medida padrio-ouro clara, e por isso a metodologia ¢ muito heterogénea.?* Além disso,
muitos trabalhos utilizam estimativas relativas para mensurar o CT e ndo valores absolutos,

assim a precisdo ¢ dificultada.”®> Em relacdo aos marcadores de estresse oxidativo, hd
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diversas limitacdes referente a sua mensuracdo. Embora existam varios biomarcadores
disponiveis, os métodos de medi¢do sdo variaveis, pouco reprodutiveis e muitas vezes
imprecisos, dificultando a aplicagdo e os resultados.?*’?*® Ainda, utilizar mais de um
biomarcador para medir o estresse oxidativo pode ser interessante para melhor caracterizar a
resposta celular aos estimulos. O sistema glutationa poderia ter sido mais bem explorado para
obter maiores informacdes sobre o estado de satde fisica dos idosos.?®!** O marcador de
dano oxidativo 8-hidroxi-2-desoxiguanosina poderia ter sido incluido para melhorar a
precisao da mensuracao do dano ao DNA, uma vez que ¢ um marcador especifico de dano

da regido telomérica.%*

Em resumo, as descobertas sugerem que o treinamento fisico e a restri¢ao caldrica
podem oferecer uma opc¢ao ndo farmacoldgica valiosa para gerenciar o comprimento do
telomero e o estresse oxidativo em idosos com obesidade sarcopénica. Em periodos mais
longos, a suplementacdo de proteina pode influenciar positivamente o envelhecimento
sauddvel ao apoiar maiores mudangas no peso corporal, IMC, RCQ, massa gorda,
MMA/IMC, FPM/IMC e marcadores de estresse oxidativo (particularmente niveis de
TBARS e atividade de GPx).

8. CONCLUSAO

De acordo com os resultados do presente trabalho, o treinamento fisico e a restricao
caldrica podem oferecer uma opgdo ndo farmacologica valiosa para gerenciar o comprimento
do telomero e o estresse oxidativo em idosos com obesidade sarcopénica uma vez que o
tratamento foi capaz de aumentar o comprimento dos telomeros e atenuar o estresse oxidativo
desta populagdo. Além disso, adicionar a suplementagao de proteina ¢ eficiente para melhorar
os parametros relacionados a obesidade e a sarcopenia especificamente, exercendo beneficio

adicional nestes parametros.

Assim, apesar do efeito conhecido da perda de peso resultante da restricdo caldrica
em reverter o encurtamento acelerado dos teldmeros e retardar o envelhecimento, o exercicio

fisico mostrou ser uma abordagem eficaz na melhora da composi¢do corporal e na reducao



91

do estresse oxidativo em idosos com obesidade sarcopénica, enfatizando a importancia da
atividade fisica e alimentacdo para atenuar os comprometimentos associados ao
envelhecimento. Em geral, nossos resultados estdo em concordancia com estudos anteriores
e apresentaram fortes evidéncias de que intervengdes no estilo de vida podem influenciar os

telomeros, reduzindo atrito e/ou retardando seu encurtamento.

Ainda ndo esta claro se os beneficios encontrados no comprimento dos teldmeros sao
decorrentes do melhor perfil de inflamagao e estresse oxidativo ou de mecanismos indiretos
associados as mudangas para um estilo de vida mais saudavel. S0 necessarios mais estudos
para melhor explorar os mecanismos. Por fim, o estudo reitera a importancia de aumentar a
atividade fisica e habitos saudaveis para melhorar os marcadores de satide e atenuar a

senescéncia celular.
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