





Luciele Guerra Minuzzi

DESPORTO E ENVELHECIMENTO ATIVO: EFEITOSDO TREINO FiSICO
REALIZADO AO LONGO DA VIDA SOBRE A IMUNOSENESCENCIA EM
ATLETASMASTER

Tese de Doutoramento em Ciéncias do Desporto, ramo de Atividade Fisica e Salide, orientada
pela Professora Doutora Ana Maria Miranda Botelho Teixeira e pelo Doutor Artur Paiva
apresentada a Faculdade de Ciéncias do Desporto e Educacdo Fisica da Universidade de

Coimbra

Junho de 2017



Fonte da lmagem de Capa:

R. Dourmashkin
Retirada de: http://www.cellimagelibrary.org. Acesso em 28 de dezembro de 2016.




Estatese foi desenvolvida com apoio financeiro da:

Bolsa de doutoramento atribuida a Luciele Guerra Minuzzi: BEX/1417/13-4






AGRADECIMENTOS

A finalizacdo deste trabalho € a concretizagdo de um projeto profissional, a realizagdo de um

grande sonho, que ultrapassa a obtenc&o de um titulo ou a aventura de cruzar o oceano...

Dificilmente serei justa ou capaz de mencionar a todos a quem devo agradecer, porque
inevitavelmente foram incontaveis as contribui¢des e 0 apoio de pessoas que tornaram possivel
terminar este trabalho. Os meus mais sinceros agradecimentos a todos que fizeram parte desta
tese, que fazem parte da minha vida e que compartilharam comigo experiéncias, virtudes e

amor.

M eus agr adecimentos pessoais

Ao meu pai e a minha mée por terem-me proporcionado condicfes afetivas (e financeiras)
durante a minha formag&o e principalmente por terem suportado a distancia. Obrigada por
entenderem minhas escolhas, por tolerarem minhas diferencas, mas principal mente por serem
os melhores com as pouquissimas condi¢des que tiveram. Eu tenho em mim todo o amor, afeto

e admiragdo por vocés.

A0 meu pai, a quem devo meu carécter. Obrigada pelos valores, por ter sido forte por todos
nas, pelo carinho e por todo 0 amor que jamais deixou de demonstrar. Obrigada por seu colo,
por sua incansavel maneira de lutar honestamente e por nos passar os melhores principios de
ética e honestidade. A minha mae, pela dedicac&o a familia e por ter abdicado de muita coisa
para 0 nosso bem. Obrigada por me ensinar generosidade, por mostrar nunca devemos desistir
e que nunca € tarde para aprendermos ou sermos felizes. E principalmente, gue precisamos de

Muito pouco para que iSso aconteca.

Ao meu irmdo, por cuidar de mim, do que ficou no Brasil e principalmente pela distancia ter-
nos finalmente nos tornado amigos fiéis. Eu tenho avidainteira pararetribuir todo o carinho e

preocupacao que sempre tiveste comigo.

Aos demais familiares, em especial, aos meus avés que foram para o céu enquanto eu estava

fora de casa, obrigada por perdoarem minha auséncia da despedida.



Aos amigos do Brasil, por me darem alegria sem fim, pelos abragos apertados (mesmo a

distancia eu os sentia), por todo 0 amor e por serem meu porto-seguro.

Aos amigos de Coimbra, aos que fizeram parte e companhia das minhas saudosas viagens, dos
convivios por todo o lado e em especial as amizades verdadeiras: obrigada por terem sido téo
gentis em apresentar Coimbra e seus encantos, pelo suporte de moradia, amizade e companhia
nos mais longos dias de dissabor ou plenitude. A todos da republica WhiteHouse, uma
experiéncia académica e de amizade paratodaavida. Ao Crossfit Coimbra, minhamodalidade
desportiva de elei¢do e paixdo, por terem me deixado mais forte, saudéavel e feliz. Aos amigos
portugueses, pela oportunidade de sua companhia, de conhecer (e jamais esquecer!) os sabores
de Portugal, saibam que eu terei para sempre vocés em meu coragdo. Meu amor por todos vocés

€ para semprel!

Aos colegas de doutoramento da Universidade de Coimbra pelaaegria, disponibilidade e gjuda

permanentes.

Obrigada de coracdo, por me mostrarem o0 que € realmente importante e agquilo que ndo é
importante, pela capacidade de ofuscarem problemas e de banir atristezacom o melhor de cada
um de vocés. Que as diferencas sejam celebradas, a amizade mantida e avida cheia de amor e

de agradavei s surpresas!

Profissionais

Em primeiro lugar, a minha orientadora Profa. Dra. AnaMaria Miranda Botelho Teixeirapelo
estimulo, orientagdo, disponibilidade e confianca durante todo o percurso deste trabalho. Pelo

exemplo como pesquisadora, seu brilhantismo e inspiragdo profissional.

Ao meu coorientador Dr. Artur Paiva, pela disponibilidade de seu laboratério, do ambiente
apropriado de pesquisa e pelainegavel atitude de fazer o melhor. E em seu nome, a todos 0s
técnicos, estudantes e para sempre amigos do Centro de Histocompatibilidade do Centro pela

ajuda, paciéncia e longas horas de boas recordagdes.

Ao Dr. Anténio Martinho, pela sua simpatia, tempo e conhecimento. A todos os demais
funcionérios, técnicos e pesguisadores do IPST por terem tornado o vosso laboratério minha

doce casa de estudos e aprendizado, muito obrigadal

VI



Ao Prof. Dr. Luis Rama, por suainfinita gentileza, pelaslongas horas de discussoes cientificas,
pela confianga e simpatia durante todos os dias da FCDEF. Em seu nome, estendo os meus mais
sinceros agradecimentos ao grupo do Laboratdrio de Biocinética da FCDEF e a Dra. Fatima

Rosado pelo apoio e gudaincondicionais durante todo o processo de recolha de dados.

Ao Prof. Dr. Antonio Figueiredo pelo seu acolhimento tdo simpético e sua competéncia na
direcéo da FCDEF e em seu nome a todos os docentes, técnicos e estudantes da Faculdade de

Educacgéo Fisica e Desportos da UC. Eu tenho por este local amaior gratidéo.

Ao Prof. Dr. Humberto Carvalho pelas grandes contribuigdes académicas, pelos conselhos e

pela oportunidade de fazer parte de seu grupo de pesquisadores.

Ao Prof. Jodo Valente dos Santos pel o seu tempo, apoio, suporte e compreensio. Es admiravel

enquanto pesquisador e professor.

A Profa. Dra. Claudia Cavaglieiri, pelas contribuic¢des académicas, pela ajuda na prorrogacao

da bolsa de estudos e pela sua felicidade que cativa a todos.
Ao Prof. Dr. Michel Saad, pelo incentivo, confianga e amizade.

To all members of International Society of Immunology Exercise. Thank you for the support

and excellent scientific meetings.

Um agradecimento muito especial atodos os atletas master que voluntariamente participaram
neste estudo, pelo seu comprometimento, atencéo, disponibilidade e carinho. Damesmaforma,
atodos os voluntérios dos grupos de controlo desta tese. Sem vocés este trabalho ndo teriasido

possivel!

VIl



VI



"Tudo vale a pena
Se a alma ndo é pequena.”

(do poema "Mar Portugués")
Fernando Pessoa






Estateseinclui as seguintes publicacdes e artigos submetidos:

Minuzzi LG, Teixeira AM, Ferreira JPL (2015) Exercicio e mobilizacdo de linfocitos T
senescentes: Uma meta-andlise. Motricidade 11:174-186. doi: 10.6063/motricidade.3385

Minuzzi LG, Carvaho HM, Brunelli D, et a (2016) Acute Hematological and Inflammatory
Responses to High-intensity Exercise Tests: Impact of Duration and Mode of Exercise. Int
J Sport Med 37:1-9. doi: 10.1055/s-0042-117723

Minuzzi LG, RamalL, Bishop NC, et al (2017) Lifelong training improves anti-inflammatory
environment and maintains the number of regulatory T cellsin masters athletes. Eur JAppl
Physiol 117:1131-1140. doi: 10.1007/s00421-017-3600-6

Minuzzi LG, Chupel, MU, Ramal, et a (2017) Inflammatory Balance of Cytokines. Response
to Exercisein Master Athletes. (submitted).

Minuzzi LG, Chupel, MU, Ramal, et a (2017) Effects of regular training on physiological,

haematological and salivary markers in masters athletes. (submitted).

Xl



X1l



INDICE GERAL

X1



X1V



AGRADECIMENTOS ... e Vv

1T [Tol=X 1= = TR X111
1T [Tol=Xe [N =T o 1= F= = R XIX
1T Lol (Y T UL T XXI11
F N o T Y= AU = USRS XXIX
S-S | 1 Lo SRS 33
N 01 = ToX PSSR 33
PalAVI AS-ChAVE.......cc.eiciee ettt et e st e e s ae e e te e beeebeesaeeeare e e 39
(= YAV o £ PSP 39
[ 1A 0o [ Tor= o TSP 41
(O 1o 11 (V1 Lo 1 SRS 41
LLOBIETIVOS. ..ottt st st sttt et e s e besbesbeereenenneeneenes 45
D S T o1 USSP 46
ES =10 (oI 0 b= = T PSP 49
(O o 11 (V1 Lo 102U 49
2.1 Aspectos geraisdo sistema imunitario € eXErCiCi0........covevueceevieeceeeeece e 51
2.1.1 Exercicio agudo € fUNGE0 IMUNE ........cceeiiieiese e 56
2.1.2 EXercicio cronico € fUNGA0 IMUNE.........coveieree s 60

2.2 CélulasT REGULADORAS € EXEICICIO......cccueiiieiieieceerte et 64
pZC J @1 o o g =T SRR 70
2.3. 1 MembrosdafamilialL-L..........cccooeeiiiiiiiei e e 70
G I | 1= L= U T = G SR 72
2.3.2 Fator de necrose tumoral-alfa (TNF-0L) ....ccovieeiirieneeee e 74
ARG T 1 01 (= g L= U T T = o PR 76
2.3.5 CitOCINAS € EXEICICIO.......eiiueeiecie et cee ettt ettt e et e s e sbe et e e e e beenreeaeesreenne e 78
2.3.6 Balango de citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatorias..........ccocvcevevveienenen. 79

2.4 1munosenescéncia € eXEr CICIO FISICO ...ouuiiuiiiiiii e 81
2.4.1 KLRG1 —Thekiller cell lectin-ike receptor Gl.........ccccccvvvieiieeiiieeiie e 86

2.5 IMUNIdade daSMUCOSAS.........cciieiiieitie ettt s b e e e e nre e sneeereesreeeans 88
2.5. 1 IMUNOGIODUITNA A ...ttt e re e naeere e enee s 89



2.5, 2 GOS0 e 89

2.5.3 TESIOSIEIONAL ... ettt ettt ettt ettt e et e sb e e s e e e ebe e e ase e seesaneeabeeenneesnnesareenns 90
2.5.4 RA&CIO tEStOSLErONa/COMISOl.....veveevieeieiieieiesie e 91

2.6 AtIELAS MASLEN ... e et aeene e 92
AV (oo (oo o |- USRS 99
(O o 11 (V1 Lo JC TSRS 99
I =0 o]0 F=Tor=To IS 0 TS U o o TR 101
3.2 ProtOCOI0 08 TESLE ... .ottt et st st sbe e s nes 102
3.2.1 HiStOriCO AESPOITIVO ...ttt ettt et e st enie 102
3.2.2 Desenho eXperimental ............cooeeiieeiii i s 103
3.2.3 COMPOSIGAO COMPONEA ......eeueereeieeiee ettt sttt sre e s esbe e benneenes 104
3.2.4 DeterMiNACA0 A0 VO eeeveerrerreerrersreeriereasseesiesessieesseseessesssesesssesssesssssesssesssssees 104
3.2.5 Recolha sanguinea € hemograma............c.cceeieeieieece e e 106

3.3 Determinacéo da concentracdo de citocinas plasmatiCas.........cceveveveveseseeneenenn. 106
3.4 CItOMELT 1A A8 FIUXO.. ittt st 107
3.4.1 Procedimento de SeparaGa0 CElUIA............oveeierie i s 110

3.5 Expressdo génica dos mediadores da resposta imune..........cccceceeeeeeveeeeceesve e 110
3.5.1 Extracdo de mRNA das células purificadas ..........ccocvvvreneriinienenene e 110

3.6 Determinacgdo da I gA, cortisol etestosterona salivares.........cccoceveeveneeneesie s 113

3.6.1 Procedimentos adotados na recolha e processamento para andlise laboratorial da

SV ettt ettt e et e e e et e eeeeeeeeteetaterate————————————————————————————————————————————————— 113

BT A NGl S O AL ISt CA ..ttt e e e et e e e e e e e eaaaans 114
RESUITAAOS. ... oo 117
L0011 (V] [0 27 SRRSO 117

4. Estudo 1: Treino ao longo da vida em atletas master: aptidao funcional, variaveis

hematoldgicas e balango inflamatorio de CItOCINGS. ......ccevererereeiseeeere e 119
v R g4 o U o= o J SRS 120
4.2 DelineamentO dO ESEUAO........ooeeiiriirieiece et 122

O R 1= (0= SR 122
4.2.5 ANAISE ESIALISHICA ... ecveieeeieeieeieeee ettt neeneas 123
N S U =T [0SR 124
4.4.1Variaveis ReMatolOgICaS.......ccucceeiuieiieie ettt re e 124

XVI



S O (0] = < TR 131
Fi Y e ] 4 To: [V L= (o J TR 137

5. Estudo 2: A influéncia do treino ao longo da vida sobre a ativagdo, senescéncia e

producdo de citocinaspelas células T reguladoras. ........coovvveeeeeieieeiesese e 138
o300 1 014 0o [ L= To TR 139
5.2 DelineamentO dO ESEUO.......oouiiiiie et 141

5.2, 1L SUJEITOS ...eeueevietiiteiete sttt sttt sa st st e e s st e e se b et e e b e b e e e e renrenenenre e 141
5.2.2 Desenho eXperimental ............cooveiieiiie i s 142
5.2.3 Parametros hematol 6gicos e citocinas analisadas ...........cccccvveeveececeececcie e, 142
5.2.4 CItOMELTAAE FIUXO ..o s 142
5.2.5 Purificagdo celular e andlise do MRNA em células Treg purificadas................... 143
5.2.6 ANAIISE ESALISLICA. .. ..ueeveeeeeieiisie sttt sttt sresnesre e 144
5.3 RESUITAAOS ...ttt sttt b e et a et nes 144
5.3 DISCUSSA0 AOS I ESUITAUOS. .....eueeieeieeiie ettt neas 149
5.4 CONCIUSAD ...ttt sttt b e e st et e et e sse e beeneesneeneis 153

6. Estudo 3: A influéncia do treino ao longo da vida sobre a mobilizac&o de linfocitos T

senescentes em resposta ao exer cicio agudo MAXIMO........cecveeeeceeiecee s 154
(G300 I 1 1 0o [ o= o SRR 155
6.2 MALEriAiS € M EBLOUOS........eoveeieeeeieeiieieie ettt sttt e e et e saesbesneere e 156

O B = T (ot 7= 1 =SSR 156
6.2.2 Protocolo experimental e recolhas de sangue............cccceevieeieecciecvie e, 157
6.2.3 CItOMELNTAAE FIUXO.....eeieeeeeeeee e 157
6.2.4 Purificagdo celular e andlise do mMRNA em células purificadas...........cccccevveenee. 159
I W AN g [ =S = S A o S 159
LG =S T ] =0 [0SR 161
L DR oLl 1S (o SRR 175
6.5 CONCIUSAD ...ttt sttt st sttt e be et e s ae e sb e et e e e e nbeeneas 179

7. Estudo 4: Respostas de mar cador es fisiol 6gicos, hematol 6gicos e salivar es durante uma

€poca desportiva em atletaS MASLEN . ........cccecceeieiiieieeeeeee e 181
5 R 1 14 0o [ T o TSRS 182
T2MaAteriaiS € MELOUOS. .......coveieeieeieeieeeeiee ettt st r e e eeaeseenne e 183
S 2 (=S 1] =To [ SRR 185
7.4 DiSCUSSA0 AOS I ESUITAUOS. .....ouveeieeieeeieeie sttt st 189



.5 CONCIUSAO ... 194

DL U SS= To o L | SRS SOPRS 195
(O o 11 (V1 [0 = TSRS RRSSRRURRSRON 195
(O] o3 11 == To TSRS 207
(O o 11 (V1 Lo < TSRS 207
0.1 LIMITAGOES .....teeueeeeeeteetestee st e ee st e st et e st esbe st e st et e esbe et e sseesbe e s e sseesbeenbesseesseeneesneenens 209
9.2 SugestOes para estUdOS FULUI OS .......ccuieiie ittt 210

XVIII



INDICE DE TABELAS

XIX



XX



Tabela 2.1. Efeitos do exercicio intenso sobre 0 SISteMAaiMUNE. ...o..oeeeeeeeeeeeeeeee e 57
Tabela 3.1. Caracteristicas dos partiCipanteS..........coceeveeeeceeieciee et 102

Tabela 3.2. Valores correspondentes ao limite minimo de detecdo e o coeficiente de variagdo
médio para andlise em duplicado das citocinas IL-1ra, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a

0010 (o 01y o] o] K== 7= TSP 107
Tabela 3.3: Programa de incubagdo PCR no LightCycler® 480 (Roche). ........cccceevvrevrienee. 111
Tabela4.1 CaracteristiCas dOS SUJEITOS. ......cccuieiiieiieeie et 122
Tabela4.2. Niveisde atividade fisicadoS SUJEITOS. ........cccecveeiieiieieeeceeceee e 125
Tabela4.3. Variaveis hematol 6gicas e contagem de [eUCOCIOS. ..........ccceeveeeeieeceecieceecneene, 126
Tabela5.1. Caracteristicas dos partiCipanteS. .........coceeceeeeieerecee et 141

Tabela 5.3. Frequéncia (nos linfécitos totais ou dentro das células T CD4") e contagens
absolutas (x10%mL) de Tregs CD4'CD25™9"CD127%™, em resposta ao exercicio agudo.

Tabela5.4. NUmero de casos detetados para expressdo do mRNA Foxp3, TGF-B elL-10...146
Tabela6.1. Caracterizag8o da@MOSIIAL .......cceeiiieiieei e 157

Tabela 6.2. Modelo de regressdo multinivel para a %Total Ly; %Total LyT, %LyT, %Total
CDA4+, %CD4+, %Total CD8+ € Y0CD 8+ .......oiveceieeeeieeeeierie e 161

Tabela 6.3. Modelos de regressdo multinivel para as subpopulagdes de células T CD4" naiive,
memoria-central (CM), memoria-efetora (EM) e efetoras-terminais (EMRA)............... 164

Tabela 6.4. Modelos de regressdo multinivel para as subpopulactes de células T CD8+ naive,
memoria-central (CM), memoria-efetora (EM) e efetoras-terminais (EMRA)............... 165

Tabela6.5. Vaorespercentuaisdecélulas T, células T CD4+ ecélulas T CD8+ e apercentagem

destas células a expressar KLRG1 antes e em resposta a um protocolo de esfor¢o méaximo.

XXl



Tabela 6.6. Modelos de regressdo multinivel para %LYyT/KLRG1+, %CD4+/KLRG1+,
%CD4+/naive/lKLRG1+, %CD4+/CM/KLRG1+, %CD4+/EM/KLRG1+,
YOCDAHEMRAIKLRGIL . ..ottt sttt ste st s stesneens 168

Tabela 6.7. Modelos de regressdo multinivel para %CD8'/KLRG1", %CD8'/naive/lKLRG1",

%CD8/SLEC/KLRGL, %CD8/CM/KLRGL, %CD8/EM/KLRGT",
YOCDBTEMRA/IKLRGL. ...ttt en 172
Tabela7.1. Caracterizag8o da@MOSIIAL .......cceeiuiieiieei e 184

Tabela 7.2. Valores médios individuais e valores médios totais referentes a horas por semana
de treino, intensidade e nimero de competi¢cdes para uma época de treino de 09 atletas
10 L SO 185

Tabela 7.3. Par@metros fisiol 6gicos em resposta ao protocolo de esfor¢co maximo. .............. 186

Tabela 7.4. Contagem de células totais do sangue antes (Pre), em 10 minutos (Post) e 1 hora
(1h) apds o final do teste de esforgo. Os valores apresentados sdo referentes ao total de
participantes parao inicio (M1) e o final de uma épocadesportiva (M2).............c......... 186

XXI1I



INDICE DE FIGURAS

XX



XXV



Figura2.1: A formagdo de células sanguineas a partir de células estaminais dentro da medula

Figura 2.2. Expressdo de marcadores classicos de diferenciacdo das células T. .........cccvevenene 54

Figura 2.3: Modelo de curva em forma de "J' da relagdo entre diferentes quantidades de

EXEICICIO @ O TISCO AR ITRS....ceeeee et e e e e e e e e e et e e e e e e e e e eeeees 55

Figura2.4: A teoria“janela aberta’ € uma possivel explicagdo para porque o exercicio de dta

intensidade aumenta 0 rSCO A INFEGAD. .......eevireeiieie et 56
Figura2.5. Ashipétesesda” janelaaberta’. ... 61

Figura 2.6: Os potenciais mecanismos que contribuem para os efeitos anti-inflamatérios de

EXEE CICI O, et ettt e e e ettt e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e eeeeee e e e e e e ———aaaeeeeaaaaa————s 63

Figura 2.7. Illustracdo de um modelo de duas etapas para o desenvolvimento de Tregs a partir
(0 [ 1 (] 1 0o TR 65

Figura 2.8: Mecanismos moleculares ligando a especificidade do TCR a expressdo do FoxP3.

........................................................................................................................................... 66
Figura 2.9. Mudancas relacionadas com aidade nahomeostasiadas Tregs. ........cccccvveeereennnne 67
Figura 2.10. Ativacdo e sinalizag80 do recetor dall-1. .......cccccoeiieienieneniesee e 71
Figura2.11. Sinalizag80 do reCetor dall-6.........cccoiiriiiieiieeee e 73
Figura 2.12. Propriedades pro- e anti-inflamatdrias dalL-6. ............cccooeevecieiceececce e, 74
Figura2.13: Vias de sinalizacdo de células ativadas por TNF. ........cccooveeinienienienese s 75
Figura2.14. A expressao deinterleucina-10 no Sistemaimunitario.........ccccccceeeeeeececeeseennen, 77
Figura2.15: Expansdo de clonesS de CAUIAS T. .......cooi e s 83

Figura 2.16. O exercicio agudo promove mobilizacdo preferencial de células T senescentes
altamente diferenciadas e virus-especificas dos tecidos periféricos no compartimento de

sangue (linfocitose) sob ainfluénciade catecolamings............ccccecveeeieeiicce e, 85

Figura 2.17: Expansdo populacional associada a idade das células T CD28- terminalmente
(0= S aTor "o = RS 87

XXV



Figura 2.18: Fatores e mecanismos fisiol 0gicos que contribuem para a redugdo no desempenho

do exercicio de endurance com o avancar da idade em adultos saudaveis. ...................... 94
Figura3.1. Desenho eXperimental. .........cooeiiieiieeiie ettt ere e 104

Figura3.2. Model o esquemético da estratégia utilizada para definir as diferentes popul ages de

CEUIBS ESIUAAOBS. ...ttt bbb e 109
Figure 3.3: Modelo genérico dos resultados do plot QRT-PCR..........cocoiveieececeeceee 112
Figura4.1 Desenho eXperimental. ..ot 123
Figura 4.2: Valores médios do consumo maximo de oxigénio relativo. .........cccceveeeeieneee 125

Figura 4.3: Niveis das citocinas IL-1ra e IL-1B, IL-6, IL-8 e IL-10 e TNF-a no plasma em

resposta ao protocol o de exercicio maximo no cicloergdmetro. .........ccccceeeeeeeceecneeneene. 131

Figura 4.4: Niveis séricos de proteina C-reativa em resposta ao protocol o de exercicio maximo

€M CICIOBIGOMIELTO. ...ttt ettt e b e saeesreeaeeaeesaeenresreesneennens 132

Figura 4.5: R&cio TNF-a/IL-10 em resposta ao protocolo de exercicio méximo em

CICIOBIGOMEELTO. ...ttt ettt e s be e besaeesreensesaeesaeennesreesneennens 134
Figura5.1: Identificagcdo de Tregs via citometria de fluXO. .........ccoeeveriiiienenieseeeee 143

Figura 5.1. Efeito do exercicio agudo sobre expressao dos genes FoxP3, TGF-B e IL-10 em

Tregs CD4'CD25™ M CD 127%™ PUFITICAHES. ......cvevererereceeeeeeeeese s s 145
Figura 5.2. Efeitos agudos do exercicio sobre os niveisde IL-10 no plasma..............c.......... 147
Figura5.3. Percentagem de TregS KLRGL . ........oouiiiiicicecceeeceee ettt 147
Figura 5.4. Proporgdes de Tregs naive e de memoriaem funcdo daidade...........cccceeveennee. 148
Figura 5.5. NUmeros absolutos de Tregs Naive € MEMOTIA. .........c.ccvecueeeeeieeseeire et 149

Figura 6.1. Estratégia de andlise utilizada para definir as diferentes populactes de células T
CD4+ e CD8+ e para a % das células que expressam o marcador KLRGL1.................... 158

Figura 6.2: Intensidade média de fluorescéncia (MIF) de KLRG1 nas células T
CD4'/naivelKLRG1", CD4"/CM/KLRGL1", CD4"/EM/KLRG1" e CD4'/EMRA/KLRGL",

XXVI



e dentro destas nas CD127" e CD127', antes e em resposta a um protocolo de esforgo

Maximo para 0S grupos Controlo € atletas MASLES ..........c.coveveeieeceece e 169

Figura 6.3; Resultados para a percentagem de células T CD4’, naive, memoria-central,
memoria-efetora e efetoras-terminais que expressam o marcador de senescéncia KLRGL,
antes e em resposta a um protocolo de esforgo méximo para os grupos controlo e atletas
=TS (= USROS 170

Figura 6.4: Intensidade média de fluorescéncia (MIF) de KLRG1 nas células T
CD8'/naive/lKLRG1", CD8/CM/KLRGL1", CD8/EM/KLRG1" e CD8/EMRA/KLRGL",
e dentro destas nas CD127" e CD127', antes e em resposta a um protocolo de esforgo

Maximo para 0S grupos Controlo € atletas MASLES ..........ccoveeeeeeciece e 173

Figura 6.5: Resultados paraa % de células T CD8’, naive, SLEC, meméria-central, memoria-
efetora e efetoras-terminais que expressam o marcador de senescéncia KLRG1, anteseem

resposta a um protocolo de esforgo maximo para os grupos controlo e atletas master...174

Figura 6.6. Efeito do exercicio agudo sobre expressao dos genes CCR7 em células T CD8"
naive (CD8'CD27'CD45RA™) e FASL em T CD8" EMRA (CD8'CD27 CD45RAY)
1L = o = SRS 175

Figura 7.2. Vaores médios para IgA (ug/mL) em atletas master (n = 7) no inicio (M1) e na
semana seguinte ao principal evento competitivo do desporto praticado no final da
(0 10110 "o F= W (1 2 SRS 186

Figura7.3. Vaores médios para as concentracdes de cortisol (ug/dL) em atletas master (n=7)
no inicio (M1) e nasemana seguinte ao principal evento competitivo do desporto praticado
NO final datemPorada (IM2). ......cccveiieiie e r e 188

Figura7.4: Vaores médios para as concentragdes de testosterona (pg/mL) em atletas master (n
= 7) no inicio (M1) e na semana seguinte ao principal evento competitivo do desporto
praticado no final datemporada (M2). ........cocveiiriiieiie e 189

Figura 7.5: Ré&cio testosteronal/cortisol (T/C) em atletas master (n = 7) no inicio (M1) e na
semana seguinte ao principal evento competitivo do desporto praticado no final da
(0 00110 "o F= W (1 2 SRS 189

XXVII



XXVIII



ABREVIATURAS

XXIX



XXX



A FoxP3 Fator de transcricdo Foxp3

A Grupo Controlo - Adultos
Al Grupo Controlo - Adultos-jovens G
AM Atletas - G-CSE Fator eﬂ!rrquador de colo6nias
granulocitarias
APC Aloficocianina GAPDH Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
APC-H7 Aloficocianina hilite 7 gpl30 Glicoproteina 130
APCs Cel_ul as apresentadoras de
antigénios
H
B Hb Hemoglobina
Proteina indutora da maturagéo de
Blimp-1 linfécitos B 1 HCM Hemogl obina corpuscular média
BDNF  Faor neurotrofico derivado do HPA Eixo hipotal ami co-pituitério-adrenal
cérebro
Ht Hematécrito
C
Cluster of differentiation (divisdo
CD I
de grupos)
CHCM Concentragao c,je. hemoglobina ICAM1 Molécula de adesdo intercelular 1
corpuscular média
CM Células de memoria-central IFN-y Interferdo-y
CMV Citomegalovirus IgA Imunoglobulina A
CCR Receptor de quimiocinaC C IKKB Ikb cinase-B
CRP Proteina C-reativa IL Interleucina
CT Limiar deciclo IL-1ra Recetor antagonistade IL-1
CTLA-4  Antigenio associado doslinfocitos ) 40y Recetor solvel do tipo 2 dalL-1
T citotoxico 4
CyC-1 Citocromo C-1 IL-6R Recetor de IL-6
IMC indice de Massa Corporal
D IRP Perfil de risco imune
DNA Acido desoxirribonucleico ITIM Recetor imunitério & base de tirosina
DCs Células dendriticas iTregs Tregsinduzidas
ITRS InfecBes do trato respiratorio superior
E
ECG Eletrocardiograma K
EM Células de memodria-efetora KLRG1 The killer cell lectin-ike receptor G1
EMRA Células efetoras-terminais KO Krome orange
ERK Cinase regulada por sinal
extracelular
J
F INK C-Jun quinase N-terminal
Recetores de morte da superficie
Fas
celular
FasL FasLigando L
FCrax Frequéncia Cardiaca LPS Lipopolissacarideo
FITC | sotiocianato de fluoresceina

XXXI



mAB Anticorpos monoclonais RBC Eritrocitos
MAPKs Pr.ot,e| nas quinases ativadas por RNA Acido ribonucleico
mitégenos
MCP-1 Protq naquimi otatica de ROS Espécies reativas de oxigénio
monacitos-1
MIP-1 Prote[na Inflamatoria de RPE Percecdo Subjetiva de Esforco
macrofagos-1
MIF Intensidade média de RST4 Recetor do tipo Toll 4
fluorescéncia
MHC I Complexo principal de
histocompatibilidade classe 11
MLG Massa livre de gordura S
MLKL Proteinado dominio semelhantea g, Proteina amildide A
cinase de linhagem mista
MPV Volume médio de plaguetas SF3A1 Subunidade 1 do fator de splicing 3a
SLEC Short-lived effector cell
N STAT Transdytgr% de sinal e ativadores de
transcricéo
NFKB Fator nuclear-kb
NGE Expressdo génica normalizada T
NK Natural-killer TAK1 Quinase tgfp-ativada 1
nTregs Tregs naturais TCR Recetor decélulaT
TGF-B Fator de transformac&o do crescimento
beta
P TLRs Recetores Toll-like
p38 Proteina ativada por mitogénio e
MAPK 038 cinase TMB Tetrametilbezidina
Pb Pacific blue TNF-R Recetores do fator de necrose tumoral
PBMCs Cellul,a_s mononucleares do sangue TNF-a Fator de necrose tumoral alfa
periférico
. . . Proteina adaptadora associada ao
PCR Reacdo em cadeia com polimerase TRADD dominio de morte de TNFR1
PE Ficoeritrina TRAF2 Fator associado-TNFR 2
PECy5 Ficoeritrina-cianina 5 TREC: C,'rCUIOS de excisfo do recetor das
células T
PECy7 Ficoeritrina-cianina 7 Tregs Células T reguladoras
Post Pés-exercicio
Pre Pre-exercicio V
VCM Volume corpuscular médio
V Oymax Consumo Méximo de Oxigénio
w
WBC Leucdcitos

XXXII



RESUMO
ABSTRACT






Resumo:

O objetivo principal deste trabalho reside no estudo das consequéncias do envolvimento
no treino ao longo da vida de atletas master, com idade acima de 40 anos, na condi¢éo fisicae
salide, nomeadamente na imunosenescéncia e inflamagdo crénica. Foram ainda examinadas as
relacles entre as respostas imunolégicas e as cargas de treino e competicdo destes atletas ao
longo de uma época desportiva. O estudo utilizou um grupo de 20 atletas master (53.1 + 8.8
anos) envolvidos nos desportos de atletismo, judo e natagdo residentes na cidade de Coimbra,
Portugal. Foram utilizados dois grupos controlo, um para avaliar os efeitos do treino ao longo
da vida e um segundo grupo para avaliar as interacOes entre treino e envelhecimento. Do

primeiro grupo fizeram parte 10 pessoas (54.2 + 5.9 anos) que nunca praticaram treino fisico

regular. O segundo grupo teve na sua constituicéo 9 adultos-jovens (31.7 + 3.00 anos). Estatese
esta organizada em 4 estudos:

O primeiro estudo, investigou os efeitos do envelhecimento e do treino ao longo davida
no VO, parametros hematol 6gicos basicos e balango de citocinas pro e anti-inflamatorias e
sua resposta a uma sessdo de exercicio agudo. Os nossos dados mostraram que as adaptactes
ao exercicio mais rel evantes encontradas nos atl etas master foi a manutencdo da sua capacidade
aerdbica e um estado anti-inflamatério semel hante ao observado nos adultos-jovens saudaveis.
O envelhecimento teve os efeitos mais pronunciados nos niveisda lL-10 e no racio TNF-o/IL -
10.

No segundo estudo, objetivAmos quantificar e caracterizar funcionalmente células T
reguladoras do sangue periférico, bem como a expressdo de um marcador de senescéncia
(KLRG1), de atletas master em repouso e apds um teste de exercicio exaustivo. N0Ossos
resultados mostraram que os atletas master tem niveis elevados da citocina imunorreguladora
IL-10 em repouso e em resposta a um teste de esforco méaximo em comparagdo com 0 grupo
controlo damesmaidade. O nimero das Tregs foi semelhantes para os atletas master e o grupo
controlo, sugerindo que o treino ao longo da vida ndo interfere na perda ou aumento no nUMero
destas células. Parecem, no entanto, existir indicios de que as Tregs estdo mais ativadas no
grupo de atletas masters.

O terceiro estudo avaliou os efeitos do treino ao longo da vida sobre a senescéncia e
mobilizagdo de linfocitos T em resposta a0 exercicio agudo méximo. Nossos resultados
mostram que os atletas master apresentam menor % das células T CD4" naive e de memaria
central e das células T CD8" naive, memoria-central e memoria-efetora, senescentes. As

diferencas ndo foram significativas para as subpopulaces das células T CD4" e CD8" efetoras
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senescentes. Quanto ao marcador de apoptose, a expressdo do gene FasL foi similar entre os
atletas master e controlos. As populagdes de linfocitos T CD4" e CD8" senescentes e as suas
subpopulagdes sdo mobilizadas em resposta ao exercicio agudo. O treino ao longo da vida
levaria a0 aumento do espaco imune, porém, uma sessdo aguda de exercicio fisico ndo parece
ser suficiente para provocar esse efeito.

No gquarto estudo objetivamos investigar os efeitos de uma época de treino sobre
mudancas hematoldgicas e de marcadores salivares em atletas masters. Os resultados do
presente estudo sugerem que a manutencdo do treino regular ao longo de uma época desportiva
€ capaz de provocar mudancas benéficas na composi¢ao corporal, e efeitos positivos sobre
variavels funcionais, nomeadamente no decréscimo da FC,, e Lac,,,, hecessarios para atingir
0 mesmo patamar num teste de esforgco méximo. Os atletas apresentam, no entanto, pequenos
sinais de fadiga acumulada ao longo de uma época de treino e competicdo, tais como a
diminuicdo dos niveis de testosterona salivar e aredugdo do racio T/C.

Os resultados deste trabalho permitiram evidenciar que atletas master sGo um modelo
de envelhecimento bem-sucedido. De fato, o treino ao longo da vida n&o parece ter efeitos
deletérios no equilibrio das citocinas pré e anti-inflamatérias e foi capaz de reverter
parcia mente os efeitos pro-inflamatérios do envel hecimento. Atletas master mantém o niUmero
e funcdo das células T reguladoras como resposta adaptativa ao exercicio. A manutengdo de
altos niveis de aptiddo aerdbica durante o curso natural do envelhecimento mostrou prevenir o
acumular de células T senescentes e, a0 mesmo tempo, manter um nimero suficiente de células

T naive capazes de reconhecer e responder a novos antigénios.
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Abstract:

The main objective of this study wasto investigate the consequences of the involvement
inlong-term training of master athletes, aged over 40 years, in the physical condition and health,
namely in immunosenescence and chronic inflammation, as well as to examine the responses
training loads and competition in these athletes throughout a sporting season. The study used a
sample of 20 masters (53.1 8.8 years old) engaged in running, judo and swimming training, in
the city of Coimbra, Portugal. Two control groups were used, one to evaluate the effects of

lifelong training (n=10 adults, 54.2 + 5.9 years old) and a second group to evaluate the
interactions between training and aging (n=8 young adults; 31.8 + 3.00 years old).

Thisthesisisorganized in 4 studies:

Thefirst study investigated the effects of aging and lifelong training on VO,,,,,, baseline
haematological parameters and balance of pro and anti-inflammatory cytokines and their
response to acute exercise. Our data showed that the most relevant adaptationsto exercise found
in master athletes were the maintenance of their aerobic capacity and an anti-inflammatory state
like that observed in healthy young adults. Aging had the most pronounced effects on levels of
IL-10 and the TNF-o/IL-10 ratio.

In the second study, we aimed to quantify and functionally characterize peripheral blood
regulatory T cells, aswell asthe expression of asenescence marker (KLRGL1), in master athletes
at rest and after an exhaustive exercise test. Our results showed that master athletes have
elevated levels of the immunoregulatory cytokine IL-10 at rest and in response to a maximal
effort test. The number of Tregs cells were the same in masters and in the control group,
suggesting that lifelong training did not interfere with the loss or increase in the number of
regulatory T cells. Suggestions that regulatory T cells are more activated in the master athletes
were also found.

Thethird study evaluated the effects of lifelong training on senescence and mobilization
of T lymphocytes in response to maximal acute exercise. Our results show that the master
athletes have alower percentage of the senescent CD4" naive and central memory and the CD8"
naive, central memory and memory-effector T cells. The differences were not significant for
the senescent CD4* and CD8" effector T cells. We tested whether senescent effector cells could
then show differences in apoptosis markers, but FasL gene expression was similar between
master athletes and controls. The senescent CD4* and CD8* T cells and their subpopulations

are mobilized in response to acute exercise. Lifelong training does seem to increase immune
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space; however, an acute session of physical exercise does not seem to be sufficient to induce
this effect.

In the fourth study, we aimed to investigate the effects of a training period on
haematol ogical changesand salivary markersin master athletes. The results of the study suggest
that maintenance of regular training throughout a sporting season can bring beneficial changes
in body composition, and positive effects on functional variables, namely in decreasing HR,,.,
and Lac,,,, needed to reach the same level in amaximum effort test. Athletes, however, exhibit
small signs of accumulated fatigue over a period of training and competition, such as decreased
salivary testosterone levels and reduced T/C ratio.

The results of this thesis showed that master athletes are a successful aging model.
Indeed, lifelong training does not appear to have deleterious effects on the balance of pro and
anti-inflammatory cytokines and could partialy reverse the pro-inflammatory effects of aging.
Master athletes maintain the number and function of regulatory T cells as an adaptive response
to exercise. Maintaining high levels of aerobic fitness during the natural course of aging has
shown to prevent the accumulation of senescent T cells while at the same time maintaining

sufficient numbers of naive T cells capable of recognizing and responding to new antigens.
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O interesse sobre 0 efeito do exercicio no sistema imunitario intensificou-se em 1989, a
partir do trabalho de David Nieman, que mostrou que os individuos praticantes regulares de
exercicio fisico de intensidade moderada apresentavam menos sintomas associados as infecfes
do trato respiratorio superior (IRTS) em comparagd0 com 0S Seus pares sedentarios.
Inversamente, pessoas envolvidas em treino de ato-volume pareciam ter um risco maior de

infecdo (Nieman, Johanssen & Lee, 1989).

No decorrer de mais de 25 anos de investigagdo, os estudos sobre os efeitos do exercicio
no sistemaimunitario tém-se concentrado no impacto de sessdes agudas assim como nos ef eitos
crénicos do treino. Enquanto os atletas tém sido o foco de muitos desses estudos que buscam
determinar a extensdo do declinio imunitério devido ao treino fisico excessivo, hatambém um
grande interesse em identificar os fatores responsaveis por melhorar a fungéo imune em idosos
e em imunocomprometidos em decorréncia da prética regular de exercicio fisico moderado
(S mpson, Kunz, Agha, et al., 2015).

Os idosos tendem a ter reduzida fungdo imune, resultando num aumento da incidéncia
e severidade de infecOes, desenvolvimento de doencas autoimunes e cancro e reduzida resposta
a vacinas (Simpson, Lowder, Spielmann, et al., 2012). Embora a inflamagéo transitéria seja
necesséria paraarecuperacado de lesdes e infecdes, foi levantada a hipotese de que ainflamacéo
excessiva no envelhecimento pode ser causada por uma resposta de fase aguda exagerada, que
pode ser a causa ou a consequéncia de um atraso na recuperacdo de uma agressao/ataque que
promove a inflamagdo. Sob certas condigdes, os idosos sdo capazes de montar uma resposta
imune adequada, mas ndo sdo capazes de terminar completamente a resposta num periodo de
tempo normal. Esta incapacidade de resolver completamente uma resposta imune pode

contribuir para o estado créonico de inflamagdo de baixo grau associado ao envelhecimento.

Além disso, a inflamagdo cronica de baixo grau, também pode servir para preparar o
COrpo para montar uma resposta exagerada a agressdes futuras que seriam normal mente menos
intensas se 0 sistema imunitario ndo estivesse previamente ativado. Assim, existe um ciclo
vicioso em que a resolugdo incompleta das respostas imunes anteriores € responsavel pela
promocao de futuras respostas imunes exageradas (Woods, Wilund, Martin, et al., 2012). Além
disso, areativacao de infecBes crénicas ocorre com uma frequéncia maior nos idosos. |nfecfes
virais persistentes provocam a expansao de clones de linfécitos senescentes, ocupando uma

grande propor¢do do espaco imune que, em condigdes de baixa exposicdo a patogénios e
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reativacOes virails menos latentes, seria ocupado principalmente por linfocitos T naive. O
acumular supérfluo de células T experientes em antigénio podem reduzir a saida de células T
naive, diminuindo o nimero e percentagem de células capazes de montar respostas imunitarias
anovos agentes patogenicos. Nesta situacdo, estas células T resistentes a apoptose e altamente
diferenciadas sobrecarregam o espaco imune, resultando numavigilanciaimunol 6gicareduzida

e num risco aumentado de infegcdo (Simpson, 2011b).

N&o é claro 0 quanto essas mudancas relacionadas com a idade no sistema imunitario
s80 evitaveis e/ou modificiveis devido ao exercicio regular. Entretanto, um interessante estudo
publicado em 2011, por RJ Simpson propés um modelo tedrico para explicar como séries
frequentes de exercicio agudo poderiam criar um espaco imune através da remogdo do excesso
de clones de células T antigénio-especificas terminalmente diferenciadas e, potencialmente
limitar os efeitos negativos do envelhecimento e infegOes virals persistentes sobre aimunidade
mediada por células T. Uma sesséo aguda de exercicio aumentaa producéo de espécies reativas
de oxigénio (ROS), glucocorticoides, e citocinas pro-inflamatoérias, expondo assim as células T
senescentes aum meio com estimul os pro-apoptoticos. Recetores de morte na superficie celular
(Fas / FasLigando (FasL)) sdo positivamente ativados em células T senescentes, que também
estdo sujeitas a danos oxidativos leves no DNA. Estas células suscetiveis a apoptose,
juntamente com células naive e células T de memdria, deixam o compartimento sanguineo
durante a fase de recuperacdo do exercicio (linfocitopénia) e migram para tecidos periféricos
especificos. Uma parcela destas células T senescentes subsequentemente sofre apoptose nos
tecidos periféricos, assim criando um espaco vago. Por conseguinte, 0 baixo nimero de células
T conduz a um ciclo de feedback positivo, aumentando a producdo de células T naive a partir
do timo ou de locais de desenvolvimento de células T extra-timo (i.e., figado, intestinos). Estas
células T recentemente geradas preenchem o espaco vago e contribuem para a expansdo do
reportorio de células T naive (Simpson, 2011b). O autor sugeriu que repetices deste processo
em resposta ao exercicio habitual reduziriam a percentagem de células T senescentes ao longo
do tempo, diminuindo o risco de infecdo e aumentando a longevidade saudavel (Simpson,
2011b).

Na busca de um modelo onde pudéssemos investigar as respostas a estimulos do treino
e adaptacdes alongo-prazo, bem como ao envelhecimento per sé, recorremos a uma popul agéo
de atletas master. Atletas master geralmente mantém seu treino fisico ao longo da vida e,

interessantemente, apresentam menor incidéncia de doengas crénicas quando comparados com
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individuos saudaveis da mesmaidade (K ettunen, Kujala, Kaprio, et al., 2006). Estesindividuos
representariam assim um model o de “ envel hecimento bem-sucedido” (Kusy & Zielinski, 2015;
Tanaka & Seals, 2008; Mikkelsen, Couppé, Karlsen, et al., 2013) sugerindo que, uma prética
regular e sistemética de exercicio ao longo da vida (desporto organizado) tem efeito benéfico

sobre o processo de envelhecimento.

Sendo assim, 0 “modelo de atletas master” providenciaria uma oportunidade Unica de
estudar a capacidade (ou fata dela) para manter o desempenho fisico de pico e a funcéo
fisioldgica com o envelhecimento humano (Tanaka & Seals, 2008), bem como para determinar
se 0 exercicio pode realmente criar espaco imune e contribuir para a restauragdo da fungéo

imune e longevidade saudavel na presenca de infegdes virais persistentes.

1.1 OBJETIVOS

A participagdo de atletas master no desporto competitivo € um fendmeno crescente. As
informacfes sdo limitadas, e ndo se sabe ao certo quais sdo os potenciais beneficios ou 0s riscos
para a salde da participacdo de atletas em competicdes ao longo da vida e na condicéo de
master. S80 nuMerosos os estudos que avaliaram os efeitos de uma série aguda de exercicio
sobre as respostas imunes. No entanto, a resposta de um determinado parametro imune a uma
série aguda de exercicio ndo pode ser preditiva de como 0 mesmo parametro imunol 6gico
responde ao exercicio alongo prazo. Outros estudos tém utilizado programas de exercicio, com
avaliacdo dafuncdo imune, antes ou apds aintervencdo. Estudos de intervencdo com programas
de exercicio tém sido realizados em adultos mais velhos que vao desde véarias semanas até dois
anos. Uma variedade de tipos de exercicio tem sido testada incluindo calisténicos e de treino
de forca, ainda que a maioria dos estudos utilizem o exercicio cardiovascular em intensidade
moderada. Geralmente, as intervencdes a longo prazo tém observado melhorias na funcéo
imune. Em geral, parece que as intervencdes a longo prazo (~ 1 ano) tém mais possibilidades
de demonstrar um impacto significativo sobre a fungdo imunitéria. No entanto, mais estudos
S80 necessarios para determinar claramente o quanto a prética continuada de um exercicio ou
desporto refletem nos parédmetros imunitarios, dando informacfes sobre se as ateracfes
induzidas pelo exercicio ao longo da vida resultam em beneficios clinicos (menos infecdes ou

menos grave) e claros.
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Baseado no exposto acima, 0 objetivo principal desta tese reside no estudo das

consequéncias do envolvimento no treino ao longo da vida de atletas master, com idade acima

de 40 anos, na condicdo fisica e salde, nomeadamente na imunosenescéncia e inflamacéo

cronica, bem como examinar as respostas imunol égicas as cargas de treino e competi¢cdo desses

atletas ao longo de uma época desportiva.

A fim de alcancar este objetivo, foram definidos os seguintes obj etivos especificos.

Caracterizar o perfil antropométrico, funcional e hematoldgico de atletas master
submetidos ao treino ao longo da vidaem desporto competitivo e comparar os resultados
com individuos de idade cronol 6gica semel hante que nunca foram submetidos a treino

fisico organizado, denominados grupo controlo;

Determinar a influéncia do treino ao longo da vida e do envelhecimento per sé sobre a

ativacao, senescéncia e producdo de citocinas por células T reguladoras;

Verificar ainfluéncia do treino sobre a redistribuicdo de linfocitos T senescentes e em

resposta a uma sessap maxima de exercicio;

Analisar o comportamento da contagem de células do sangue periférico e marcadores
da imunidade das mucosas em funcéo das cargas de treino e ao longo de uma época

desportiva.

Analisar aresposta de parametros imunitarios e seu comportamento em resposta a um
protocolo de esforgo maximo para explicar que porcéo da variagdo depende da idade

e/ou da aptidao funciona em atletas masters e no grupo controlo;

1.2 ESTUDOS

Nesta tese a resposta adaptativa ao treino ao longo da vida e ao envelhecimento,

sustenta-se num conjunto alargado de variaveis, que justificam, em nosso entender, a sua

organizacao em 4 estudos (se¢éo 1.2).
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Os estudos foram divididos tendo em conta o comportamento de varidveis com
afinidade biol6gica e em ordem sequencial de complexidade mediante o assunto e as técnicas

utilizadas.

— Estudo 1: Treino ao longo da vida em atletas master: aptiddo funcional, variaveis

hematol 6gicas e balanco inflamatdrio de citocinas.

— Estudo 2: A influéncia do treino ao longo da vida sobre a ativagdo, senescéncia e
producdo de citocinas pelas células T reguladoras.

— Estudo 3: A influéncia do treino ao longo da vida sobre a mobilizac&o de linfocitos T
senescentes em resposta ao exercicio agudo maximo.

— Estudo 4: Respostas de marcadores fisiol 6gi cos, hematol 6gicos e salivares durante uma

época desportiva em atletas master.
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2.1 ASPECTOS GERAIS DO SISTEMA IMUNITARIO E EXERCICIO

O corpo humano esta constantemente sob ataque de agentes invasores (ex., bactérias,
virus e fungos) que promovem infecdo. Ao reconhecer, atacar e destruir esses agentesinvasores
no organismo, o sistema imunitario protege o corpo contrainfegdo e tem um importante papel
na manutencdo da homeostasia corporal (Brolinson & Elliott, 2007). Portanto, o sistema
imunitério é um sistema homeostético crucia no reconhecimento do proprio e remogdo do néo-
proprio. O sistemaimunitario € umarede complexa de células e moléculas que funcionam para
proteger 0 hospedeiro contra microrganismos invasores, prevenir doencas e facilitar a
cicatrizagdo de feridas. Embora o sistemaimunitario seja geralmente dividido em dois grandes
ramos, inato (ndo especifico) e adaptativo (especifico), € importante notar que ambos os bragos
do sistema imunitério funcionam sinergicamente a resposta imune em gera (Brolinson &
Elliott, 2007; Simpson, Kunz, Agha, et al., 2015).

Brevemente, o sistema imune inato fornece a primeira linha de defesa, ndo especifica
contra agentes invasores e € composto de trés componentes principais. (1) as barreiras fisicas,
tais como a pele e as membranas das mucosas gue revestem os tratos respiratorio, digestivo e
génito-urindrio; (2) células especializadas (por exemplo, fagdcitos e células natural killer)
designadas a destruir invasores, e (3) um grupo de proteinas chamado de sistema do
complemento. O sistema imune adquirido adapta-se para proteger o organismo contra quase
qualquer tipo de agente patogénico invasor. O objetivo primario da imunidade adquirida é
fornecer protecdo contra virus que o sistema imune inato ndo pode fornecer. AscélulasB e T
s80 as principais células deste sistema. As células B produzem anticorpos, enquanto que as
células T sdo especializadas em reconhecer e remover antigénios do corpo (Brolinson & Elliott,
2007).

A imunidade inata e a adquirida sdo mediadas pel os leucdcitos, células que se originam
namedula dsseaa partir de células tronco hematopoiéticas e que se diferenciam numavariedade
de células especializadas (Figura 2.1). Os leucdécitos sdo um grupo heterogéneo de células que
circulam continuamente entre vérios tecidos linfoides e 6rgéos, sangue e linfa (Tossige-Gomes,
Ottone, Oliveira, et al., 2014). Os leucécitos podem ser divididos em duas categorias. 0S
fagocitos (granuldcitos — neutrofilos, basofilos, eosindfilos — mondcitos e macréfagos) e os
linfocitos (Brolinson & Elliott, 2007) (figura2.1).
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Figura 2.1: A formacdo de células sanguineas a partir de células estaminais dentro da medula
Ossea.

Adaptado de (Brolinson & Elliott, 2007).

O brago inato do sistema imune inclui os fatores sollveis e as células. Os fatores
soltveis incluem proteinas de complemento responsaveis pela fagocitose, controlo da
inflamag&o e interagdo com os anticorpos, a citocinainterferdo o / B que limita ainfegdo viral,
e peptideos antimicrobianos como as defensinas que limitam o crescimento bacteriano. As
células principais do sistemaimune inato incluem os neutroéfilos que sdo os primeiros da linha
defensora contra infecdes bacterianas, as células dendriticas (DCs) que servem para organizar
respostas imunes, os macrofagos que executam importantes fungdes fagocitarias, reguladoras e
de apresentacdo de antigénio, e as células NK que reconhecem células hospedeiras alteradas

(por exemplo, células infetadas com virus ou transformadas) (Brolinson & Elliott, 2007).

A imunidade adquirida (também conhecida como imunidade adaptativa ou especifica)
é delineada para combater infegdes, impedindo a colonizagdo de agentes patogénicos e para
destruir microrganismos invasores. Os linfocitos T s80 0s protagonistas da imunidade celular
adaptativa. Os linfécitos T CD4" e T CD8" reconhecem antigénios na forma de peptideos

ligados, respetivamente, as moléculas de classe | e II do Complexo de Histocompatibilidade
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Principal (MHC) ou Antigénio Leucocitéario Humano (HLA), presentes na superficie de uma
célula apresentadora de antigénio. As células T CD4" podem ser divididas em dois fenétipos
principais, células T CD4" do tipo 1 (Thl) etipo 2 (Th2), de acordo com as citocinas que elas
produzem. As células Thl desempenham um papel importante na defesa contra agentes
patogénicos intracelulares, p.ex. virus, a producdo das citocinas interferdo-y (IFN-y) e
interleucina (L) 2, que estimulam a ativagdo das células T e aproliferacéo de clones de células
efetoras. As células T de memodria também sdo geradas, permitindo uma répida resposta
secundéria apis uma exposi ¢ao subsequente ao mesmo antigénio. Ascélulas Th2 produzem IL -
4,1L-5, IL-6 e IL-13 e parecem estar envolvidas na protegdo contra os parasitas extracelulares
e na estimulac&o da imunidade humoral (a producéo de anticorpos e de outros fatores solivels
gue circulam no sangue e outros fluidos corporais). Portanto, citocinas produzidas pelas células
Th2 podem ativar linfocitos B, levando a proliferagéo e diferenciacdo em células de memoria
(embora alguns antigénios também possam ativar as células B, independentemente das células
CD4"). Ascélulas B sdo capazes de secretar grandes quanti dades de imunoglobulina (1g) ou um
anticorpo especifico parao antigénio queiniciou aresposta. A ligagdo de |g parao seu antigéenio
alvo forma um complexo anticorpo-antigénio e ambos Ig livre e o complexo anticorpo-
antigénio circulam nos fluidos corporais. Um outro conjunto de células T, as células T
reguladoras (Tregs) de ocorréncia natural, expressa o fendtipo CD4'CD25™" e pode suprimir
a atividade funcional dos linfécitos por mecanismos que provavel mente envolvem a producéo
de citocinas, incluindo IL-10 e o fator de transformagéo do crescimento beta (TGF-B) (Walsh,
Gleeson, Shephard, et al., 2011). (A funcdo destas células seré descrita em maiores detalhes na

secédo 2.3).

Ascélulas T de memoria e naive apresentam diferencas entre si quanto a expressao de
moléculas de superficie. O antigénio leucocitario comum CD45 € uma tirosina fosfatase
envolvida na transmissdo de sinais entre as células T e B e expressa duas isoformas diferentes
na superficie dos linfocitos T durante o processo de diferenciagdo celular: CD45RA tipico das
células naive e CD45RO0 associado aos linfécitos de memoria (Pike & Tremblay, 2013). Além
do CD4b5, duas outras mol écul as de superficie sdo também capazes de distinguir linfocitos naive
e de meméria: CD62L e CCR7. O CD62L € uma selectina responsavel pela interacdo dos
linfocitos e outros leucocitos com o endotélio das vénulas endoteliais superiores. O CCR7 é 0
recetor das quimiocinas CCL 19 e CCL 21 expressas nos locais de entrada dos linfécitos para 0s
linfonodos. As células T naive apresentam altos niveis de ambas as moléculas, enquanto 0s

linfécitos T de memoriaperdem aexpressdo do CD62L e/ou do CCR7 (Sallusto, Lenig, Forster,
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et al., 1999). Outros marcadores fenotipicos ja foram identificados. Dentre estas moléculas
podemos ressaltar a cadeia a do recetor da interleucina 7 (IL-7R), o CD127 e as moléculas
coestimulatérias CD27 e CD28 (Koch, Larbi, Derhovanessian, et al., 2008). Os marcadores de
superficie tipicamente utilizados para definir as quatro principais subpopul agdes de células T
podem ser resumidos como se segue: naive (CCR7*, CD27"*, CD28"™, CD45RA™), memoria-
central (CCR7*, CD27"**, CD28"*, CD45RA"), meméria-efetora (CCR7, CD27"", CD28",
CD45RA) e efetoras-terminais (CCR7,, CD27, CD28, CD45RA™). Néo sb a presenca de
coreceptores difere entre estas subpopul agcbes mas também o nivel de expressdo do marcador é
variavel (Larbi & Fulop, 2014). Os marcadores classicos das células T CD4" e das células T

CD8", e uma proposta simplificada de diferenciacéo esta apresentada na Figura 2.2.

Figura 2.2. Expressiao de mar cador es classicos de diferenciacdo dascélulas T.

Além deCD28/CD27/ CD45RA / CCR7, ascélulas T emigrantes timicas recentes (denominadas "truly
naive") também expressam o CD31. O perfil de expresséo das células de memoéria-central (CM),
memoria-efetora (EM) e células T de memoria-efetora que voltam a expressar 0 CD45RA (TEMRA)
também é representada. A relacdo entre a expressdo de marcadores de superficie e TRECs/teldmeros é
representada. CCR7: receptor de quimiocina 7; PD1: recetor de morte programada 1; KLRG1: killer cell
lectinike receptor; TREC: Circulos de excisao do recetor das células T. Adaptado de Larbi & Fulop
(2014).
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O exercicio fisico tem um profundo efeito no funcionamento normal do sistemaimune.
E geralmente aceito que periodos prolongados de treino intenso podem deprimir aimunidade,

enguanto o exercicio de intensidade moderada é benéfico (Gleeson, 2007).

O conceito que o exercicio pode ter efeitos positivos e negativos no risco de infecdo foi
introduzido pelo Dr. David Nieman quando descreveu a relagéo entre intensidade/volume de
exercicio e o risco de ITRS pelacurva“J (Nieman, 1994). Neste modelo, o risco de infecéo
muda em funcéo da intensidade e quantidade de exercicio que foi executada (Figura 2.3). Por
este modelo, parece que o exercicio fisico moderado apresenta efeitos protetores contra ITRS,
por “estimular” o sistema imune, através dos aumentos encontrados em células natural killer
(NK), neutréfilos e anticorpos apds uma sesséo aguda de exercicio. Por outro lado, o exercicio
prolongado (90 minutos) e intenso tem um efeito depressivo no sistema imune, caracterizado

por uma“janela aberta’ durante a qual virus e bactérias podem crescer, resultando em infecéo

(Figura2.4).
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Figura2.3: Modelodecurvaem formade" J" darelacdo entredifer entesquantidades de exercicio

eoriscodel TRS.
Este modelo propbe que o exercicio aerébico moderado reduz o risco de infegdo, ao passo que o
exercicio de altaintensidade / longa duragdo pode aumentar o risco de infe¢8o. Adaptada de (Brolinson

& Elliott, 2007).
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Figura2.4: A teoria“janelaaberta” é uma possivel explicacdo dos motivos pelos quais o exercicio
de altaintensidade aumenta o risco de infecao.

Em resumo, o exercicio prolongado (por exemplo, maratona) leva a disfunc¢éo imunol 6gica que aumenta
a probabilidade de infe¢cdes oportunistas do trato respiratério superior. Por exemplo, depois de uma
maratona, as seguintes grandes mudancas ocorrem na fun¢&o imunologica: Diminui¢do dos niveis
sanguineosdecélulas B, células T e células citotdxicas, diminuicdo daatividade das célulasNK e fungéo
das células T, as diminui¢6es na fagocitose de neutréfilos, diminuigdo nos niveis de Imunoglobulina A

salivar e aumentos de citocinas pro e anti-inflamatdrias. Adaptada de (Brolinson & Elliott, 2007).

2.1.1 Exercicio agudo e fungdo imune

Ha muitos fatores que podem afetar a resposta imune ao exercicio agudo, incluindo
treino, sessdes repetidas de exercicio e ambientes extremos, mas os fatores que sdo
particularmente proeminentes sdo: intensidade e duragdo da sessdo de exercicio, idade, estado
nutricional e historia de infecdo. Respostas de subpopulagdes de leucdcitos para um episddio
de exercicio agudo sdo altamente conservadoras (Tabela 2.1, adaptada de (Pedersen &
Hoffman-Goetz, 2000). Em geral, mudangas no nimero de linfécitos no sangue durante e apds
0 exercicio sdo principal mente dependentes daintensidade do exercicio, ao passo que aduragéo
do exercicio tem uma influéncia mais forte sobre os neutréfilos e a contagem de leucdocitos
totais.
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2.1.1.1 Respostas da Imunidade | nata ao Exercicio Agudo

A leucocitose € a ateracdo hematolOgica mais consistente observada em resposta ao
exercicio exaustivo prolongado, e a magnitude da alteracdo do numero de leucocitos na
circulagdo é proporciona a intensidade e duragdo do exercicio (Tossige-Gomes, Ottone,
Oliveira, et al., 2014). Atletas costumam ter uma supressao transitoria da fungdo imunol 6gica
apOs um exercicio intenso, que pode ser devido ao comprometimento da funcéo dos neutrofilos
e linfocitos (Santos, Levada-Pires, Alves, et al., 2013).

Tabela 2.1. Efeitos do exercicio intenso sobre o sistemaimune.

Durante o exercicio Apbs o exercicio

_)
_)

Mondcitos

Células T CDS8*

_)
(_

Células NK

_)
(_

(_
(_

Resposta proliferativa a mitogénios

IgA salivar

(_
(_

Atividade de células NK

(_
(_

Proteina C-reativa

(_
_)

_)
_)

Concentragdo plasmética de TNF-a.

%
%
_)

Concentracdo plasméticade IL-6

_)
_)

Concentracdo plasméticade IL-10

_)
_)

Concentracdo plasméticade MIP-1, IL-8

T, aumento. 4, diminui. T T aumento acentuado. TNF-a, fator de necrose tumoral; TNF-R, recetores do fator de
necrose tumoral; IL, interleucina; MIP, proteinainflamatéria de macréfagos. Adaptada de (Pedersen & Hoffman-
Goetz, 2000).

Apds uma sessdo aguda de exercicio, observa-se uma rapida e profunda neutrofilia
seguida por um novo aumento “tardio” na contagem de neutréfilos no sangue algumas horas

5
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mais tarde (Peake & Suzuki, 2004). O aumento inicial é provavelmente devido a demarginagéo
causada pelo stresse e pelas catecolaminas, ao passo que, 0 segundo aumento pode ser devido
a libertacdo, induzida pelo cortisol, de neutréfilos a partir da medula 6ssea (Walsh, Gleeson,
Shephard, et al., 2011; McCarthy, Macdonad, Grant, et al., 1992). O consenso publicado em
2011 por Walsh e colaboradores diz, em relagdo a neutrdfilos: o exercicio agudo de intensidade
moderada aumenta a quimiotaxia de neutréfilos, mas ndo modifica sua capacidade de aderir ao
endotélio. A adesdo endotelial dos neutrdfilos é o primeiro passo na migragéo destas células
para os locais de lesdo ou infegdo. Ao serem atraidas ao local de infegdo, os neutrofilos, como
outras células do sistemainato, ingerem e destroem microébios por fagocitose. Os micrébios séo
atacados e digeridos dentro de vacuolos intracelulares por enzimas granulares liticas
(desgranulacdo) e espécies reativas de oxigénio (ROS) (burst oxidativo/respiratorio). A
desgranulagdo esponténea dos neutréfilos pode aumentar apds 0 exercicio agudo, mas a
desgranulacdo de neutrdfilos em resposta a estimulagdo bacteriana parece ser prejudicada. Isto
indica que, embora o exercicio possa mobilizar neutréfilos altamente funcionais para a
circulagdo, durante a recuperacdo, a sua capacidade de responder a estimulos exdgenos pode
estar diminuida. Ademais, 0 consenso menciona que o burst oxidativo de neutréfilos é muito
influenciado pela intensidade e duragdo da sessdo de exercicio. Além disso, durante a
recuperacdo do exercicio, o burst oxidativo de neutrofilos continua a ser aumentado apos o
exercicio de intensidade moderada, mas € prejudicado/diminuido apds o exercicio exaustivo ou
prolongado (Walsh, Gleeson, Shephard, et al., 2011). Em relacdo a atividade fagocitéria das
células imunitarias inatas, a posi¢do dos especialistas (Walsh, Gleeson, Shephard, et al., 2011)
diz que a fagocitose de neutréfilos € reforcada imediatamente apds uma Unica sessdo de
exercicio, enquanto a fagocitose de monécitos pode aumentar ap0s exercicio submaximo
prolongado, mas ndo apos exercicio exaustivo. Em mondcitos, células da defesa inata potentes
em produzir muitas proteinas pré-inflamatorias, o exercicio agudo provoca monocitose. Esta
elevacdo na contagem dos mondcitos parece ser transitoria (2 horas) e resultado de um
deslocamento das células do pool dos tecidos periféricos para a corrente sanguinea (Walsh,
Gleeson, Shephard, et al., 2011).

Relativamente aos outros leucécitos do sangue, as células NK sdo rapidamente
mobilizadas para a circulago em resposta ao exercicio agudo, provavel mente por um aumento
da tensdo de cisalhamento (shear stresse) e da depresséo induzida por catecolaminas da
expressdo de moléculas de adesdo (Timmons, Tarnopolsky, Snider, et al., 2006). Sobre as

células NK, o consenso de Walsh e colaboradores (2011) relatou que, parece haver um
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diferencial de mobilizagdo em que as células NK CD56™"" sio menos sensiveis do que as
CD56°™. Isto pode indicar uma reduzida capacidade de defesa contra agentes patogénicos
durante o exercicio agudo, umavez que as células CD56™9" sdo mais citotoxicas. Embora uma
(nica sessdo de exercicio provogue um aumento na citotoxicidade de células NK que é seguida
rapidamente por uma supressdo retardada durante a recuperagdo de exercicio, tornou-se
evidente que as ateracbes na propor¢do de células NK entre as células mononucleares do
sangue periférico (PBMCs) sdo largamente responsaveis pela resposta bifasica na funcéo das
células NK. De facto, alteracdes na funcéo de células NK com exercicio refletem as alteractes
no nimero de células NK, resultando muitas vezes no facto de o nimero de células alvo mortas
por células NK permanecer inaterado (Walsh, Gleeson, Shephard, et al., 2011).

2.1.1.2 Respostas da Imunidade Adquirida ao Exercicio Agudo

Estudos longitudinais em que os sujeitos, previamente sedentérios, comprometem
semanas ou meses de treino fisico ndo mostram qualquer alteracdo evidente nas funcdes de
células T e B, desde que as amostras de sangue sgjam colhidas, pelo menos, 24 horas apos a
sua ultima sesséo de exercicios. Pelo contrério, as fungdes das células T e B parecem ser
sensiveis a aumentos na carga de treino em atletas bem treinados que realizam um periodo de
treino intensificado, com decréscimos no nimero de células Thl, reducdo da resposta
proliferativa das células T e queda na sintese de |g estimulada pelas células B. Isto sugere que
atletas envolvidos em longos periodos de treino intenso podem apresentar diminuicdes na
funcionalidade das células T. A causa desta depressdo na imunidade adquirida parece estar
relacionada com hormonas de stresse elevados, em particular o cortisol, e alteragdes no balanco
de citocinas pro/anti-inflamatorias em resposta ao exercicio. 1sto parece resultar numainibicéo
temporéria da producdo de citocinas pelas células Thl, com um amortecimento relativo da
resposta do tipo 1 (mediada por células) (Walsh, Gleeson, Shephard, et al., 2011).

A proliferagdo de células T diminui, tanto durante como ap0s 0 exercicio. Este parece
ser um efeito consistente sempre que mitdégenos sdo Uutilizados para ativar células T,
independentemente da modalidade de exercicio, intensidade ou duracdo. Além disso, as
reducdes nas propriedades migratorias e homing de células T foram também relatados durante

a fase de recuperacé@o de exercicios prolongados (Kruger & Mooren, 2007). Os linfocitos
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também apresentam uma resposta bifésica transitéria ao exercicio. Normalmente, uma
linfocitose é observada durante e imediatamente apds o0 exercicio, seguida de uma linfopenia,
onde o0 numero de células fica abaixo dos niveis pré-exercicio durante as fases iniciais de
recuperacdo, antes de voltar gradua mente aos valores de repouso (Walsh, Gleeson, Shephard,
et al., 2011). A capacidade proliferativa de linfécitos € um evento chave narespostaimunitaria,
e a capacidade do hospedeiro para responder a um patogénio pode ser comprometida de forma
significativa se a proliferacdo de linfocitos ndo é adequada. Isto pode resultar num risco
aumentado de doencas infeciosas e doencas autoimunes (Tossige-Gomes, Ottone, Oliveira, et
al., 2014).

Por isso, 0 exercicio extenuante é geralmente associado com um aumento dos sintomas
de ITRS em atletas (Tossige-Gomes, Ottone, Oliveira, et al., 2014), sugerindo gue o exercicio
de ato volume pode ter um efeito imunossupressor (Gleeson, 2007). Os mecanismos
imunol 6gicos que fundamentam este aparente aumento da suscetibilidade a infecdo em atletas
sdo, provavelmente, multifatoriais e incluem perturbagdes do compartimento de células T
(Tossige-Gomes, Ottone, Oliveira, et al., 2014). A diminui¢do no niumero de células T apos 0
exercicio € em grande parte devido a uma diminuicdo de células Thl, umavez que a atividade
fisicaintensa diminui a percentagem de células Thl, mas tem pouco efeito sobre a percentagem
das células T tipo 2 (Steensberg, Toft, Bruunsgaard, et al., 2001). Ndo esta claro se essas
alteracOes sdo decorrentes da apoptose ou, como parece mais provavel, de uma redistribuicéo

de células para outros compartimentos.

Em resumo, as células T desempenham um papel fundamental na organizacéo e
regulacdo darespostaimunitaria mediada por células a agentes patogénicos. Uma consegquéncia
importante de um defeito nafuncdo dascélulas T € um aumento daincidénciadeinfecdesvirais.
Com isto em mente, tem-se especulado que o aumento da suscetibilidade aparente de homens
e mulheres desportistas a infegdes do trato respiratério pode ser devido a uma diminuicdo na

funcéo das células T, induzida pelo exercicio.

2.1.2 Exercicio cronico e fungdo imune

Na se¢do anterior, relatou-se que o0 exercicio agudo intenso provoca uma depressao de
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vérios aspetos da funcdo imunolégica adquirida. Esta depressdo € transitoria e 0 nimero e
funcéo celulares geralmente retornam aos val ores pré-exercicio no prazo de 24h. Entretanto, se
arecuperacdo entre as sessdes de exercicio € insuficiente, como durante periodos prolongados
de treino intensificado em atletas de €elite, esta diminuicéo temporéria na fungdo das células
pode tornar-se uma depressao crénica da imunidade adquirida. Embora esta deficiénciaimune
ndo seja de carécter clinico, € possivel que os efeitos combinados de peguenas ateragdes em
vérios aspetos da defesa do hospedeiro possam comprometer a resisténcia a doengas menores,

tais como infecBes respiratorias (ver figura 2.5).

3-72h after bout 1 3-72h after bout 2 3-72h after bout 3
Bout 1 Recovery Bout 2 Recovery Bout 3 Recovery
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Figura 2.5. Aship6tesesda" janela aberta"”.

Uma Unica sessdo de exercicio estd associada com um aumento inicial na funcdo imunolégica, que €
rapidamente seguido por um periodo transitério de imunodepresséo (a "janela aberta ™) que pode durar
3-72 h ap6s a sessdo inicial de exercicio (ha maioria dos casos, a funcdo imunoldgica é restaurada para
niveis normais no prazo de 24h). Acredita-se que esta "janela aberta" deixa o hospedeiro suscetivel a
infecBes oportunistas. Se, um segundo turno de exercicio € realizado durante a janela (isto &, sem
adequada recuperacdo), entdo o0 aumento induzido pelo exercicio naimunidade é atenuado e a depressio
imune pbs-exercicio € mais severa e prolongada (isto &, ajanela é aberta de forma mais larga e durante
maistempo), tornando o atleta mais suscetivel ainfecdo. A resposta é agravada com séries de exercicios
subseguentes que, se concluidas novamente sem arecuperacéo adequada, podem resultar num estado de

supressao imune cronica. Adaptado de (Simpson, Kunz, Agha, et al., 2015).

61



A resisténcia reduzida a infecBes pode ser o resultado de um sistema imunitério
enfraquecido induzido pelo exercicio cronico intenso. Isto pode afetar ndo s6 a imunidade
mediada por células e inflamagéo — pela diminuic¢éo de macrofagos e a producdo de citocinas
pelas células Thl (Gleeson, 2007) — mas também as fun¢des imunitérias inatas, como a
atividade de células NK e o burst oxidativo dos neutrofilos (Nieman, Nehlsen-Cannarella,
Fagoaga, et al., 1998).

2.1.2.1 Treino de intensidade moderada e efeitos anti-inflamatérios

O efeito protetor de um estilo de vidafisicamente ativo contra doengas (p.ex. associadas
ainflamac&o cronica) podem ser atribuidos aum efeito anti-inflamatdrio do exercicio, que pode
ser mediado ndo sb através de umaredugdo damassade gorduravisceral (com umasubsequente
diminuicdo na producdo e liberacdo de adipocinas pré-inflamatorias), mas também através da
inducdo de um ambiente anti-inflamatorio, em cada série de exercicio (Gleeson, Bishop,
Stensel, et al., 2011) (figura 2.6). Gleeson numa importante revisdo publicada em 2011
apresentou trés possiveis mecanismos dos efeitos anti-inflamatérios do exercicio: areducéo da
massa de gorduravisceral; aumento da producdo e liberacéo de citocinas anti-inflamatérias pela
contragdo muscular (miocinas); reducdo na expressdo dos recetores Toll-like (TLRs) em
monacitos e macréfagos (com subsequente inibicdo de respostas downstream, tais como a
producdo de citocinas pro-inflamatorias e a expressdo de MHC e moléculas coestimuladoras).
Além disso, o0s estudos com ratos revelaram que os efeitos anti-inflamatérios do exercicio
também dependem de outros mecanismos, tais como ainibicdo de mondcitos e infiltracdo de
macrofagos no tecido adiposo e amudanca fenotipica dos macrofagos dentro do tecido adiposo.
A andlise do sangue periférico humano seguindo o exercicio revelou uma reducdo no nimero
circulante de mondcitos pré-inflamatérios e um aumento no nimero de Tregs (Figura 2.6)
(Gleeson, Bishop, Stensel, et al., 2011). A reducéo da massa gorda pode prevenir ainflamagéo
crénica de baixo grau inibindo as vias inflamatérias (Simpson, Kunz, Agha, et al., 2015;
Gleeson, Bishop, Stensdl, et al., 2011). Além disso, as reducdes induzidas pelo exercicio no
contetido de colesterol das membranas celulares que acompanham a perda de gordura podem
melhorar a sinalizagdo do recetor de células T e a translagdo das moléculas de MHC para

apresentacdo de antigénio (Shaikh & Edidin, 2006).
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Figura 2.6: Os potenciais mecanismos que contribuem para os efeitos anti-inflamatérios do
exercicio.

A ativacdo do eixo hipotalamo-pituitério-supra-renal e do sistema nervoso simpético (SNS) conduz a
libertagdo de cortisol e adrenalina do cértex e da medula adrenal, respetivamente. Estas hormonas
inibem a libertac&o do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) por mondcitos. A IL-6 produzida pela
contragdo do musculo esguel ético também regula negativamente a producéo de TNF por mondcitos e
pode estimular a libertagdo de cortisol. Elevaces agudas nos hiveis de IL-6 estimulam a libertacdo do
recetor antagonista de IL-1 (IL-1ra) a partir de mondcitos e macréfagos, aumentando assim as
concentragdes circulantes desta citocina anti-inflamatéria. O exercicio fisico mobiliza Tregs (que so
uma importante fonte da citocina anti-inflamatéria IL-10) e diminui a propor¢do de mondcitos
inflamatérios (CD14'°“CD16%) para mondcitos classicos (CD14"CD16). A seguir a0 exercicio,
mondécitos CD14"CD16 expressam menos recetor do tipo Toll 4 (RST4), e assim reduzem a resposta
inflamatdria (reducdo de citocinas pré-inflamatérias e da infiltracdo no tecido adiposo). O exercicio

também aumenta as concentracfes plasméticas de quimiocinas inflamatérias-chave das células

63



imunoldgicas; elevacdes repetidas de tais quimiocinas pode levar a uma regulagdo negativa dos seus
recetores celulares, resultando na reduzida infiltracdo no tecido. Uma reducdo no tamanho do tecido
adiposo e adipdcitos, juntamente com a reducdo da infiltracdo de macrofagos e atroca do fendtipo M1
para um de macrofagos M2, pode contribuir para uma diminuicdo na libertacdo de citocinas pro-
inflamatdrias (tais como IL-6 e TNF-a) e um aumento dalibertac8o de citocinas anti-inflamatorias (tais

como adiponectina e IL-10) a partir de tecido adiposo. Adaptado de Gleeson et al. (2011).

I mplicagtes

Os mecanismos subjacentes aos efeitos anti-inflamatérios do treino sdo complexos e
ainda ndo elucidados completamente. Existemn dados muito limitados de ensaios clinicos para
concluir definitivamente que o treino a longo prazo reduz a inflamacdo cronica (Beavers,
Brinkley & Nicklas, 2010).

2.2 CELULAS T REGULADORASE EXERCICIO

As Tregs sdo cruciais na manutencdo da toleranciaimunol 6gica e no controlo negativo
de respostas imunes patologicas. Tregs podem suprimir a ativacéo, proliferacdo e as funcbes
efetoras de uma vasta gama de células imunitérias, incluindo células T CD4" e CD8', células
NK, células B e células apresentadoras de antigénios (APCs). Estas células podem suprimir as
células T efetoras por mecanismos que incluem a competicéo diretacom ligantes estimuladores
das APCs (p.ex. CD86, CD80) ou através da reducdo dos niveis de fatores de crescimento
essenciais, taiscomo alL-2. Além disso, as Tregs produzem IL-10 e TGF-B como mecani smos
adicionais para suprimir a atividade de células-alvo. Tregs expressam o recetor de cadeia a da
IL-2 (CD25) e o fator de transcricdo Foxp3 (forkhead Box P3), um gene de controlo que € a
chave para o seu desenvolvimento e funcéo (de Moura Braz, de Melo, da Gloria Aureliano de
Melo Cavalca, et al., 2014) (figura 2.7).



Figura 2.7. llustracdo de um modelo de duas etapas para o desenvolvimento de Tregs a partir do
timo.

(A) Timdcitos CD4SP (do inglés single-positive) recebem sinais de alta afinidade / avidez vindos do
TCR / CD28 que sdo primeiramente programados pela via NFKB para expressar IL2Ra e IL2RB,
tornando-os altamente responsivos a IL-2. Um segundo passo, que é independente de TCR, mas
citocina-dependente, é completado quando progenitores recebem sinais da IL-2 transmitidavia STAT5
para conduzir posteriormente a expressdo de Foxp3. Esta segunda etapa amadurece e torna as Tregs
FOXP3" totalmente funcionais. (B) CD4SP timécitos plotados com base na expressdo de CD25 e
FOXP3 podem ser classificados em (1) células convencionais ou ndo-Tregs que sdo CD4'CD25
FOXP3™ (gated em vermelho), (2) progenitores de Tregs CD4'CD25+FOXP3", que também sdo
CD122hi e GITRhi (gated em verde) e (3) Tregs maduras CD4"CD25'FOXP3" (gated em azul). A
representativa intensidade do sinal do TCR de cada uma dessas populacdes relatadas através da

expressdo de NUR77-GFP, é mostrado no histogramano lado direito (adaptado de Mahmud et al. 2013).

O primeiro mecanismo paraainducdo de FoxP3 nas Tregs desenvol vidas no timo parece
ser dependente da ativagdo da via do fator nuclear-KB (NFKB), através do complexo
CARMA1-BCL-10-MALT1. IKB cinase-B (IKKP) é ativada por este complexo e por quinase
TGFp-ativada 1 (TAK1) e, em seguida fosforila o inibidor do NFKB (IKB), conduzindo a
dissociagdo de IKB do NFKB e a subsequente degradacéo de IKB. Uma vez libertado, o fator
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de transcricdo da familia NFKB—cREL, transloca-se para o nucleo e liga-se aregido CNS3 do
locus FoxP3. Ainda que menos bem caracterizada, o fator nuclear das células T ativadas
(NFAT), que é ativado ajusante da sinalizagdo do Ca2", também pode ter um papel positivo na
inducéo de FoxP3 (Figura 2.8).
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Figura 2.8: Mecanismos moleculares ligando a especificidade do TCR a expressdo do FoxP3.
Adaptado de (Hsieh et a., 2012).

Curiosamente, aviaAKT-mTOR (alvo mamario de rapamicina) pode ser um regulador
negativo da inducdo de FoxP3 através da fosforilagdo e inibicdo de fatores de transcricéo
FOXO, que facilitam a expressdo de FoxP3, embora ainda ndo esclarecido (Hsieh, Lee & Lio,
2012) (figura 2.8). TGF-B também desencadeia a expressdo de precursores do FOxP3 e em
conjunto com alL-2, é um regulador chave das vias de sinalizacdo que mantém a expressao de
FoxP3 e funcéo supressora nas Tregs (Perry, Pick, Bdolach, et al., 2013; Fu, Zhang, Y opp, et

al., 2004). Dado os mecanismos de desenvolvimento das Tregs e seu papel central na
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homeostasiaimune, qualquer perda relacionada com aidade dafuncéo das Tregs seria previsto
contribuir para a atividade imune sobre-ativa encontrada em humanos idosos como a sindrome
de inflamag&o crénica e o aumento relacionado com aidade no risco de desordens autoimunes
(Lages, Suffia, Vélilla, et al., 2008; Hampras, Nesline, Wallace, et al., 2012). Por outro lado, o
aumento relacionado com a idade no nimero de Tregs poderia resultar em respostas imunes
comprometidas, aumentando o risco de infegdes e doengas malignas entre os idosos. Esta
expansdo da populacdo de Tregs sd pode ser considerada fisiol ogicamente relevante se afuncéo
supressora das Tregs acumuladas no envelhecimento permanece intacta. Com efeito, a
producdo de IL-10 eaexpressdo do FoxP3 pelas Tregs tem sido mostrada ser conservada com

o envelhecimento (Jagger, Shimojima, Goronzy, et al., 2014) (Figura 2.9 para detalhes).

Figura 2.9. Mudancas relacionadas com a idade na homeostasia das Tregs.

Em individuos jovens as Tregs s80 geradas no timo e sdo libertadas como "naive" nacirculacgo. Depois
do contato com o antigénio, Tregs evoluem para um fendtipo de memadria. A homeostasia das Tregs é
suportada pela proliferacdo homeostética de Tregs "naive' e "memorid’ bem como a conversdo de
células T ndo-reguladoras em Tregs. O comprimento dos telémeros e a diversidade dos recetores de
células T é maior em Tregs-naive em comparacdo com as Tregs-memoria. Apoés a puberdade a funcéo
do timo é progressivamente perdida e em individuos mais velhos a proliferacdo homeostatica das Tregs
existentes bem como a conversdo de células T ndo reguladoras em Tregs compensa afalha do timo em
manter o pool de Tregs. A replicagdo homeostéati ca continua dos tel dmeros e a diversidade do recetor de
células T das Tregs esté reduzida em idosos em comparagdo com adeindividuosjovens. A estimulagéo
recorrente de Tregs pode, entdo, levar a um estado de "diferenciacéo terminal” com funcdo e fendtipos
alterados destas células. (adaptado de Fessler et al. 2013).
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Como vimos, FoxP3 é o principal regulador da funcéo das Tregs e sua expresséo esta
sob o controlo de varios promotores epigeneticamente instavels e potenciadores. A
desmetilacéo delocais de CpG dentro destas regides estd associada com aexpressdo aumentada
de FoxP3 e o desenvolvimento de um fendtipo supressor das Tregs. Nesse sentido, Garg e
colegas examinaram diferencas na expressdo de Foxp3 entre ratinhos jovens (3-4 meses) e
envelhecidos (18-20 meses) da linhagem C57BL/6. O DNA das células T CD4" era
hipometilado em ratinhos envelhecidos, os quais também exibiam um aumento do nimero de
Tregs e da expressao de FoxP3. Além disso, nos ratinhos envelhecidos, as Tregs tinham maior
capacidade de suprimir a proliferacéo de células T efetoras in vitro comparado com Tregs dos
ratinhos jovens, produziam niveis mais elevados de IL-10 e eram capazes de suprimir a
expressao de CD86 em DCs mais fortemente do gque as Tregs de ratinhos jovens, sugerindo a
diminuicdo da atividade das células T. Tomados em conjunto, estes resultados revelam um
mecanismo potencial do aumento da atividade mediada por Tregs que pode contribuir paraum

aumento da supressao imune com aidade (Garg, Delaney, Toubal, et al., 2014).

Os estudos em humanos avaliando sangue periférico de individuos mais velhos contra
individuos jovens parecem estar de acordo que a percentagem de Tregs CD4" é maior em
individuos mais velhos (Gregg, Smith, Clark, et al., 2005; Gottenberg, Lavie, Abbed, et al.,
2005; Lages, Suffia, Vélilla, et al., 2008). Tregs CD4'FoxP3" de individuos mais velhos
mostram aumento da expresséo de FoxP3 em comparagdo com Tregs de individuos jovens, ao
passo que o restante do seu fenotipo tipico (GITR, CTLA-4 e CD127'") é inalterado (Gregg,
Smith, Clark, et al., 2005; Lages, Suffia, V€lilla, et al., 2008). Hwang e colegas realizaram um
estudo com humanos focado no efeito inibidor direto das Tregs em células T CD4"
convencionais na auséncia de APCs desde que as Ultimas células podem afetar a funcéo das
células T. Os resultados do estudo enalteceram que a frequéncia, caracteristicas fenctipicas e
funcdo anti-proliferativa das Tregs CD4"FoxP3" foram comparaveis nos jovens (idade < 40
anos) e idosos (idade > 65 anos). No entanto, quando células T CD4'CD25 foram estimuladas
na presenca do mesmo nimero de Tregs (CD4FoxP3"), aproducédo de IL-10 a partir das Tregs
foi suprimida de forma mais potente nos idosos do que nos jovens. Estes achados sugerem que
0 envelhecimento pode afetar a capacidade das Tregs (CD4"FoxP3") naregulacéo da producéo
de IL-10 a partir de células T CD4"'CD25  em humanos (Hwang, Kim & Kang, 2009). Isto
pode ter importantes implicacGes no desenvolvimento de patologias inflamatorias em idosos,

considerando esta possivel desregulacéo inflamatoria decorrente da diminuicéo da lL-10.
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No entanto, umavez gue o nimero de subconjuntos de células T CD4" reduz nos idosos,
nado é claro se este aumento relativo das Tregs é devido a uma perda de células T CD4" naive
ou uma expansdo real do numero absoluto das Tregs (Jagger, Shimojima, Goronzy, et al.,
2014). Os resultados de estudos em ratinhos (Chiu, Stolberg, Zhang, et al., 2007; Sharma,
Dominguez & Lustgarten, 2006) e humanos sugerem que o aumento das Tregs medido em
individuos mais velhos ndo é simplesmente um aumento relativo devido a uma diminui¢cdo em
outras subpopulacdes de células T CD4", mas reflete um aumento em nimeros absolutos de
Tregs (Jagger, Shimojima, Goronzy, et al., 2014).

Enquanto o aumento do nimero de Tregs parece estar amparado por varios estudos,
devemos levar em consideracdo um aspeto em particular. Enquanto as Tregs CD4'FoxP3* sdo
derivadas do timo, células com um fendtipo semel hante podem ser induzidas a partir de células
T convencionais (CD4"'CD25 FoxP3") pelo TGF-B (Feuerer, Hill, Mathis, et al., 2009). Estas
Tregs induzidas (iTregs) exibem a mesma fungdo imunossupressora como as Tregs naturais
(nTregs). Mas, enquanto as nTregs aumentam com aidade, dados sugerem que individuos mais
velhos s80 menos capazes de gerar i Tregs quando necessario, provocando seu declinio ao longo
do tempo (Jagger, Shimojima, Goronzy, et al., 2014). Evidéncias também sugerem que o
nimero de Tregs circulantes aumenta na sequéncia de uma sessdo aguda de exercicio maximo
em humanos (Handzlik, Shaw, Dungey, et al., 2013). Além disso, ha suporte cientifico para
uma associagdo entre a carga de treino elevada e o aumento da produgéo de IL-10 estimulada
por antigénio in vitro e um maior nimero de Tregs na corrente sanguinea, apoiando a hipbtese
de que Tregs sdo mediadoras dos efeitos inibitérios através de aumentos da producéo de IL-10
em individuos altamente ativos, e isso pode desempenhar um papel importante na modificacéo
do risco de infecdo respiratoria (Gleeson & Walsh, 2012; Handzlik, Shaw, Dungey, et al.,
2013). Neste caso 0 aumento da producao de IL-10 pelas Tregs seria um dos mecanismos anti-
inflamatérios do exercicio no modelo proposto por Gleeson e colegas (Gleeson, Bishop,

Stensel, et al., 2011), portanto, benéfico aos individuos.

I mplicagtes

Num estudo que utilizou um modelo de corrida para ratos, as respostas de Tregs
circulantes para o treino fisico moderado ou de altaintensidade mostrou que apenas o exercicio

de alta intensidade resultou no aumento do nimero de Tregs, e também foi associado com
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reduzida expressao de citocinas pré-inflamatérias e aumento na expressao de citocinas anti-
inflamatérias (Wang, Song, Tang, et al., 2012). Curiosamente, estes resultados implicam que o
treino de alta intensidade pode ser mais benéfico do que o treino de intensidade moderada na
reduc&o do risco de doencas cronicas cardiovasculares e metabdlicas, como um resultado dos
seus efeitos anti-inflamat6rios (Gleeson, Bishop, Stensel, et al., 2011). Esses resultados agugcam
anossa curiosidade cientifica em saber o comportamento e possivel manutencéo daintegridade
e fungdo destas células em atletas master considerando gque estudos sobre esta matériando estéo

disponiveis.

2.3 CITOCINAS

O sistema imune se baseia em respostas imunitarias efetoras adaptadas para erradicar
agentes patogeéni cos especificos, bem como circuitos de regulacéo por feedback fornecidos por
Tregs e também por citocinas supressoras. As citocinas sdo um grande grupo de polipeptideos
ou proteinas de baixo peso molecular. Sdo mensageiros intercel ulares envolvidos nas interacfes
entre células, onde sendo gue, independente da origem, musculo esquel ético ou produzida por
outras células (p.ex. leucdcitos), a principal funcéo das citocinas € regular afuncéo imune. No
entanto, os seus efeitos de maior magnitude sobre a proliferacdo celular, diferenciagéo,
migracao, sobrevivéncia e a apoptose permitem gue elas desempenhem um papel no controlo
homeostético de varios tecidos, 6rgdos e sistemas. Por exemplo, em conjunto com hormonas e
neuropeptideos, as citocinas sd0 mediadoras das interacOes entre 0s sistemas nervoso,
endécrino e imunitario. Portanto, as citocinas sdo importantes mediadores de varios aspetos de
salide de doenga. Elas participam na regulacéo do apetite, no metabolismo glicémico elipidico,
controlam a temperatura do corpo, fadiga, interferem na sensibilidade a insulina e atuam tanto

nos mecanismos de hipertrofia e atrofia muscular (Peake, Della Gatta, Suzuki, et al., 2015).

2.3.1 MembrosdafamilialL-1

A familiadalL-1 esta associada com a inflamag&o aguda e cronica, e desempenha um
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papel essencial na resposta inata ndo especifica para ainfegdo. As propriedades bioldgicas da
familiadalL-1 sdo tipicamente pré-inflamatérias (van de Veerdonk & Netea, 2013). A familia
dalL-1tem 11 membros, incluindo as proteinas pré-inflamatérias IL-1a e IL-18, bem como a
IL-1ra que tem propriedades anti-inflamatdrias. IL-1B € uma citocina altamente inflamatéria
(Dinarello, 2011), principalmente produzida por monécitos, macréfagos, DCs, e por linfocitos
B e células NK. A caspase-1, uma protease de cisteina intracelular, é responsavel pela
conversdo do precursor inativo da IL-1B para a citocina ativa (Figura 2.10) (Schett, Dayer &
Manger, 2015).
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Figura 2.10. Ativacéo e sinalizacdo do recetor da IL-1.

A libertacdo de IL-1B de monécitos / macrofagos e neutréfilos exige transformacéo enzimética da sua
proteina precursora intracelular (pro-1L-1B). Este passo pode ocorrer por duas vias diferentes. O
precursor de IL-1B, ou segja, pro-IL-1B, pode ser processado por caspase-1 ativa, que é parte do
inflamassoma (complexo de proteina intracelular). Em adicdo, as proteases, predominantemente
derivadas de neutréfilos, podem clivar a pro-1L-1B extracelular. IL-1ra e o recetor solGvel do tipo 2 da

IL-1 (IL-1R2) sdo reguladores negativos da viada IL-1 (adaptado de Schett et al. 2015).
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A familiadalL-1inclui doisrecetoresantagonistas, IL-1raelL-36Ra(Dinarello, Arend,
Sims, et al., 2010). IL-1ra esta presente no soro em concentragdes muito mais elevadas do que
allL-1B, mas asualigacdo ao recetor da IL-1 ndo induz a sinalizag&o ou ativagado celular (van
de Veerdonk & Netea, 2013). Além da IL-1ra, existem duas isoformas intracelulares que séo
consideradas um reservatério de IL-1ra, para ser libertado apds a morte da célula, o que limita

aagdo pré-inflamatoria dos danos nos tecidos (Garlanda, Dinarello & Mantovani, 2013).

2.3.2 Interleucina-6

A IL-6 é uma citocina multifuncional que exerce os seus efeitos modul adores sobre as
células que expressam recetores de IL-6 (IL-6R) acoplados amembrana. No entanto, alL-6 em
complexo com IL-6R soluvel pode ligar-se a qualquer célula que expresse a glicoproteina 130
(gp130). Assim, todos os tipos de células podem responder as propriedades pré ou anti-
inflamatérias da IL-6 (Reihmane & Dela, 2014). Em resumo, na sinalizagdo classica, a IL-6
liga-se a0 seu recetor ligado a membrana (1L-6R) e através da ativacdo de Janus quinase exerce
propriedades anti-inflamatorias. Na trans-sinalizacéo, alL-6 liga-se aforma sollvel do recetor
delL-6 (sIL6-R) e formaum complexo binario que pode ligar-se aqualquer célulaque expressa
gp130 na sua superficie. Com a trans-sinalizacéo, a IL-6 exerce as suas propriedades pro-
inflamatdrias, por exemplo, recrutamento de células mononucleares e de inibic¢éo da apoptose
das cdlulas T (Rethmane & Dela, 2014) (ver figura 2.11 para detalhes).

A IL-6 esta envolvida ndo sO na ativagdo do sistema imunitério, mas também em
processos de regeneragcdo, bem como na regulagdo do metabolismo, na manutencéo da
homeostasia dos 0ssos, e em muitas fungbes neurais. Descobriu-se que, em todos 0s casos
testados, funcbes pro-inflamatérias da IL-6 podem ser inibidas por sgpl30Fc (chimeric
designer cytokine receptor), o qual ndo afeta as respostas IL-6 através do MBIL-6R
(membrane-bound non-signaling a-receptor IL-6R). As fungdes de IL-6, tais como o controlo
metabdlico no figado e regeneracdo do epitélio do intestino parecem ser mediados através da
MBIL-6R. De um ponto de vista clinico, ha consequéncias importantes no bloqueio terapéutico
de IL-6 como um tratamento de doencas inflamatorias cronicas (Figura 2.12) (Scheller,
Chalaris, Schmidt-Arras, et al., 2011).
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Figura 2.11. Sinalizacdo do recetor da IL-6.

A sinalizac&o cléssica do recetor de IL-6 ocorre em células que expressam IL-6R (CD126) e gp130
(CD130). IL-6R é um recetor queliga-se alL-6, mas ndo tem propriedades de sinalizacgo. A subunidade
gp130 € o recetor de transducdo de sinal para IL-6 e seus familiares relacionados. Uma forma sol ivel
deIL-6R élibertada a partir da superficie da célula por protedlise e splicing do mRNA do IL6R, e pode
ligar-se a IL-6 para formar um complexo agonista que sinaliza através de gp130. Este mecanismo de
trans-sinalizac&o permite que alL-6 atue sobre as células que carecem de IL-6R. O pleno funcionamento
do complexo receptor-1L-6 consiste numa estrutura hexaméricaem que alL-6, IL-6R e gp130 existem
numa estequiometria 2: 2: 2. Ambos os modos de sinalizacdo do recetor de IL-6 levam a ativagdo gp130
de Jak1, Jak2 e Tyk2, que liga-se aos locais 1 e 2 dentro da sequéncia gpl30 e uma série de residuos de
tirosina proximais (inferior esquerdo) dentro da sequéncia carboxi-termina intracelular que ativa
STAT1eSTAT3eacascatade proteina-quinase ativada por mitogénio (MAPK). Osresiduosdetirosina
incluidos referem-se a fungdes bi ol gicas definidas (nimeros de posi¢do sdo para a sequéncia de gpl130
humano). Tyr759 é crucial para o encaixe da tirosina fosfatase SHP-2 e o inibidor da sinalizacéo do
recetor de citocina SOCS3. Ambos os fatores atuam como regul adores negativos de sinalizagdo gp130-
STAT. No contexto da infegdo, trauma e ferimentos, o sIL-6R é libertado a partir de neutrofilos,
monadcitos e células T infiltrados, mas a trans-sinalizacdo da IL-6 é antagonizada por sgpl30 (adaptado
de (Hunter & Jones, 2015).
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Figura 2.12. Propriedades pro- e anti-inflamatérias da I L -6.

A sinalizacdo cléssicadalL-6 € essencial para a ativag8o das vias de sinalizagdo mediadas por STAT3
gue induzem aregeneracdo das células epiteliais do intestino. Ao contrario, a trans-sinalizacdo conduz
aativacdo do sistemaimunitério, através do recrutamento de mondcitos para a area inflamada. A trans-
sinalizagdo nas células T conduz a inibi¢go da apoptose, a inibicdo da diferenciacdo das Tregs e a
diferenciacdo de células Th17 (Scheller, Garbers & Rose-John, 2014; Scheller, Chalaris, Schmidt-Arras,
eta., 2011).

2.3.2 Fator de necrosetumoral-alfa (TNF-a)

O fator de necrose tumoral (TNF) é uma citocina pleiotrépica com fungdes importantes
na homeostasia e patogenia de doencas (Kalliolias & Ivashkiv, 2016). A superfamiliado TNF,
€ composta de 19 ligantes e 29 recetores, e desempenha fun¢es muito diversificadas no corpo.
TNF-a é conhecido por interagir com 2 recetores distintos, o recetor de TNF 1 (TNFR1) e
TNFR2, e induz, pelo menos, 5 tipos diferentes de sinais, que incluem a ativagéo de NFKB,
vias de apoptose, cinase regulada por sinal extracelular (ERK), proteina ativada por mitdgeno
p38 cinase (pP38MAPK), e c-Jun quinase N-terminal (JNK) (Figura 2.13) (Aggarwal, Gupta,
Kim, et al., 2012; Kalliolias & lvashkiv, 2016).
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Figura 2.13: Viasde sinalizacéo de células ativadas por TNF.

a) TNFR1 é ativado por ambos TNF solavel e transmembrana. TNFR1 carrega um dominio de morte
gue recruta a proteina adaptadora associada ao dominio de morte de TNFR1 (TRADD). A ligagdo de
TNFR1 por TNF soltvel ou TNF transmembrana levainicialmente ao complexo I, que ativao NFKB e
proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPKs). A sinalizacdo TNFR1-1 complexo induz
inflamag8o, degeneracdo dos tecidos, sobrevivéncia e proliferagdo celular, e organiza a defesa
imunoldgica contra agentes patogénicos. Tipos de sinalizagdo alternativos, associados com a morte
celular programada, também podem ser ativados downstream ao TNFR1. A formagdo dos complexos
Ila e Ilb (também conhecido como ripoptosoma) resulta em apoptose, enquanto que complexo llc
(necrosoma) induz necroptose e inflamagdo. b) TNFR2 é proposto para ser inteiramente ativado
principalmente pela TNF transmembrana, no contexto das interagfes célula-a-célula. TNFR2 recruta o
fator associado-TNFR 2 (TRAF2) via o seu dominio TRAF, provocando aformagdo de complexo | ea
ativagdo downstream de NFKB, MAPKs e AKT. TNFR2 medeia principamente bioatividades
homeostaticas incluindo a regeneracéo de tecidos, a proliferacdo celular e a sobrevivéncia celular. Esta
via também pode iniciar efeitos inflamatérios e hospedar defesa contra agentes patogénicos. MLKL,

proteinado dominio semel hante a cinase de linhagem mista. Adaptada de (Kalliolias & Ivashkiv, 2016).

A ativacdo do recetor TNFR1 conduz ao recrutamento de proteinas adaptadoras
intracelulares (TRADD, FADD, TRAF e RIP), que ativam multiplos caminhos de transducéo
de sinal. TNFR sequencialmente recruta TRADD, TRAF2, RIP, TAK1, e IKK, que conduz a
ativacdo do NFKB31; e o recrutamento de TRADD, FADD e caspase-8, conduz a ativagéo da
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caspase-3, que por sua vez induz apoptose. JNK € ativada através do recrutamento sequencial
de TRAF2, RIP, MEKK1 e MKK?7. A ativacéo de ERK edep38MAPK éviaTRADD, TRAF2,
RIP, TAK1 e MKK3/6.80. A exposicéo de células para TNF-o. namaioria dos casos resultana
geracdo de espécies reativas de oxigenio, conduzindo a ativagdo de MKK7 e INK (Aggarwal,
Gupta, Kim, et al., 2012). Junto com alL-1B, TNF-a faz parte das duas primeiras citocinas na
cascata inflamatéria. TNF-a e IL-1B estimulam a produgdo de IL-6. Altos niveis de TNF-a
estdo associados com mortalidade, deméncia, fragilidade, doenca de Alzheimer e aterosclerose
em idosos. Por essas razdes 0 TNF-a poder ser um bom biomarcador do envelhecimento (de

Gonzalo-Calvo, Neitzert, Fernandez, et al., 2010).

2.3.4 Interleucina-10

Inicialmente a IL-10 foi descrita como uma citocina produzida pelas células Th2 que
inibia a funcdo das células Thl (Moore, Vieira, Fiorentino, et al., 1990). Sabe-se agora que a
producéo de IL-10 ndo é especifica, sendo produzida por praticamente todas as células do
sistemaimune: Tregs, células Th17, monécitos, macrofagos, células dendriticas, linfocitos B e
linfécitos T CD8" (Margarida, Anne, Saraiva, et al., 2010; Fujio, Okamura & Yamamoto,
2010). A IL-10 atua em vérios estagios da resposta imune de forma coordenada, e
eficientemente restringe o processo inflamatorio, independente da fonte celular (Banchereau,
Pascual, O'Garra, et al., 2012; Gleeson, Bishop, Stensel, et al., 2011; Fujio, Okamura &
Y amamoto, 2010). IL-10 afeta muitas fungdes importantes dos mondcitos, macrofagos e DCs,
desde a fagocitose, a producéo de citocinas para a expressdo de coestimuladores e o
processamento e apresentacdo de antigénios. Também inibe a expressdo de moléculasde MHC,
da molécula de adesdo intercelular 1 (ICAM1) e das moléculas coestimuladoras CD80 e CD86
em células apresentadoras de antigénios, e tem também sido mostrada capaz de promover a
diferenciacdo de DCs que expressam baixos niveis de MHC classe I, CD80 e CD86. Além
disso, ativa uma via pro-tolerogénica em DCs por meio da regulacdo positiva do recetor da lL-
1, IL-1ra, TGF-B, e moléculas do MHC classe Il tais como a HLA-G (Gregori, Tomasoni,
Pacciani, et al., 2010). Que por sua vez podem contribuir para a inducéo de IL-10,
proporcionando um loop autocrino para reforco de imunorregulagdo. Em resposta a IL-10, as
DCs podem induzir a producgéo de IL-10 a partir de subpopul acdes de células T, o que reforca

ainda mais imunotoleréncia e/ ou imunorregulagdo (Banchereau et al. 2012).
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Figura 2.14. A expressdo deinterleucina-10 no sistema imunitario.

a) IL-10 é expressa por macrofagos e DCs miel 6ides, mas ndo por DCs plasmocitdides, em resposta a
produtos microbianos. A quinase extracelular regulada por sinal 1 (ERK 1) e ERK2 é uma das cascatas
de sinalizac8o que é ativada nestas células, resultando na expressdo de I1L-10. b) Em células Th, a
expressdo de IL-10 é acompanhada pela expressdo de citocinas para cada subconjunto, com a excegao
das Tregs, que normalmente perdem a capacidade de expressar outras citocinas. Embora a diferenciacéo
de células Th a partir das células T CD4" naive requeira o recetor de células T e a ativagdo de distintas
vias de transduc¢do de sinal e ativadores de transcri¢do (STAT), a ativacdo da via ERK é um requisito
comum para a expressao de IL-10 por estas células. Altas doses de antigénio apresentado pelas DCs
para células T naive ou IL-12 favorece o desenvolvimento de células Thl que produzem IFN-y. As
células Thl produtoras de IL-10 requerem uma dose elevada de antigénio e IL-12 e sinalizacdo STAT4
para aexpressdo de niveis maximos de 1L-10 seguindo are-estimulac&o. Em células Th2, IL-4 eviasde
sinalizagdo STAT6 sd0 necessarias para a expressdo de IL-10. A inducdo de IL-10 pelas células Th17
ndo é bem compreendida, mas o TGF-B, IL-6, IL-21 e/ ou IL-27 e sinalizagdo STAT3 sd0 suscetiveis
de estar envolvidas. c) TGF-B pode induzir a producéo de IL-10 por células T FoxP3" e esta citocina
pode também promover o desenvolvimento de células T FoxP3™ produtoras de IL-10 a partir de células
T naive. Por outro lado, células T FOXP3" produtoras de IL-10 podem diferenciar de células T naivein

vitro, na presenca de TGF-B e acido retindico. Adaptado de (Margarida, Anne, Saraiva, et al., 2010).
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Além disso, IL-10 interfere ou completamente inibe a expressdo de varias citocinas pro-
inflamatérias e de outros mediadores solUvels, desse modo comprometendo ainda mais a
capacidade das células T efetoras em sustentar respostas inflamatérias (Fujio, Okamura &
Y amamoto, 2010). Assim, a IL-10 é um potente promotor de um estado anti-inflamatério
(Gleeson, Bishop, Stensel, et al., 2011).

2.3.5 Citocinas e exercicio

Existe uma variabilidade individual considerdvel na magnitude das mudangas nas
citocinas plasmaticas apds o exercicio (Peake, Della Gatta, Suzuki, et al., 2015). Como as
células imunes, as respostas das citocinas ap exercicio sdo geralmente dependentes da
combinagdo do tipo, intensidade e da duracéo do esforco. O exercicio estimula aumentos de
maior magnitude nas concentragdes de varias citocinas na circulagdo, a destacar a IL-6, IL-8,
IL-10, IL1-ra, fator estimulador de colénias granulocitéarias (G-CSF), e provoca aumentos mais
modestos no TNF-a, proteina quimiotética de monécitos-1 (MCP-1), IL-1B, fator neurotréfico
derivado do cérebro (BDNF), IL-12p35/p40 e IL-15 (Peake, Della Gatta, Suzuki, et al., 2015).

No caso da IL-6, a corrida prolongada produz o maior aumento da sua concentragdo no
plasma (Pedersen & Febbraio, 2008). Naverdade, os niveiscirculantes de IL-6 podem aumentar
até 120 vezes apOs 0 exercicio aerdbico (endurance). | L-1ra(até 90 vezes), IL-10 (até 80 vezes),
IL-8 (15 vezes) e MCP-1 (até 3 vezes) também aumentam de forma consistente na circulagdo
apos o exercicio (para maiores detalhes Peake et al. 2015). O aumento transitério na IL-6 na
circulagdo durante o exercicio parece ser responsavel por um aumento subsequente nos nivels
das citocinas anti-inflamatérias IL-10 e IL-1ra. Parece que a liberagdo de cortisol pelas
glandulas adrenais e a supressdo do niveis de TNF-a estimulada por endotoxina sdo os

mecani smos cl assi cos dessa relacdo (Gleeson, Bishop, Stensel, et al., 2011).

As citocinas também sdo produzidas por leucdcitos, porém os glébulos brancos séo
provavelmente apenas uma fonte menor de citocinas apds o exercicio (Peake, Della Gatta,
Suzuki, et al., 2015). A expressdo de mRNA das citocinas IL-18, IL-1ra, IL-8 e IL-10 nos
leucocitos aumenta apds o exercicio, enquanto que a expressdo de mRNA da IL-6 permanece
inalterada (Tabela 5.4). Em relacdo as mudancas na expressdo das citocinas ou na sua secrecéo

pelos linfocitos T apds o exercicio, observou-se que secregdo de citocinas Thl (IL-2 e TNF-a)
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e de citocinas Th2 (IL-6, IL-10) apos estimulagdo com fito-hemagl utinina aumentava apos o
exercicio (Kakanis, Peake, Brenu, et al., 2014). Parece também que a producdo de citocinas
durante o exercicio est4 condicionada a mudancas no nimero de certos subconjuntos de células
T (Lavoy, Bosch, Lowder, et al., 2013).

2.3.6 Balanco de citocinas pr 6-inflamatorias e anti-inflamatorias

O papel da inflamagéo no processo de envelhecimento e doengas relacionadas com a
idade tem sido claramente estabelecido em diversos estudos epidemiol dgicos sobre adultos
mais velhos. Embora a inflamag8o aguda seja normalmente controlada e é uma parte do
processo de cura, a elevagdo de baixo grau de marcadores inflamatorios observada em adultos
mais velhos tem sido associada a um numero de doencgas cronicas, tais como doenca
cardiovascular, diabetes, deficiéncia fisica e declinio cognitivo em idosos. Uma série de
marcadores inflamatorios, especiamente I1L-6, TNF-o. e proteina C-reativa (CRP) tém as
associacOes mais consistentes com doengas cronicas e deficiéncias relacionadas com a idade.
A CRP é uma proteina de fase aguda produzida pelo figado, em resposta a aumentos na

expressao de IL-6 (Singh & Newman, 2011).

Muitos mecanismos provavelmente contribuem para a inflamac&o associada a idade.
Assim como em todos os outros sistemas fisiolégicos, ha significante declinio na fungdo
imunologica com a idade que promove inflamac&o, o estado inflamatdrio de baixo grau no
envelhecimento € também uma consequéncia clara das doengas cronicas relacionadas com a
idade (Chung, Cesari, Anton, et al., 2009). Elevaces de 2 a 4 vezes nos niveis circulantes de
citocinas pré-inflamatérias como IL-6 e TNF-a. e proteinas de fase aguda como a CRP e
proteinaamil6ide A (SAA —do inglés Serumamyloid A), sdo tipicas do envel hecimento quando
comparadas com individuos jovens, mesmo na auséncia de doencas crénicas (Bruunsgaard &
Pedersen, 2003).

A inflamac&o sistémica de baixo grau esta envolvida na etiologia de muitos estados de
doencacronicae o exercicio regular pode reduzir o risco de doenca devido aos seus efeitos anti-
inflamatorios. Varios mecanismos tém sido propostos para explicar os meios pelos quais o
exercicio reduz a inflamacdo sistémica de baixo grau associada a obesidade e ao

comportamento sedentario (Gleeson, Bishop, Stensdl, et al., 2011). O exercicio regular reduz a
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massa de gordura visceral, que quando acumulada resulta em elevada producéo de adipocinas
pré-inflamatorias (Gleeson, Bishop, Stensel, et al., 2011). A libertacdo de citocinas anti-
inflamatorias na sequéncia de uma sessdo aguda de exercicio pode também contribuir para a
reducdo da inflamacdo sistémica. A IL-6 libertada a partir do musculo esquelético durante o
exercicio resulta num aumento subsequente da IL-10 e da IL-1ra, ambos considerados anti-
inflamatorios (Steensberg, Fischer, Keller, et al., 2003). Além disso, as hormonas libertadas
durante o exercicio tém propriedades anti-inflamatdrias: cortisol atua como um mediador anti-
inflamatério e a adrenalina regula negativamente a produgéo das citocinas inflamatorias 1L-18
e TNF-a. O exercicio também regula negativamente a expressdo dos recetores de superficie
TLRs em mondcitos e macréfagos, e por sua vez reduz a sua cascata inflamatéria. O exercicio
também pode promover a comutagcdo de macrofagos inflamatorios M1 em macrofagos anti-
inflamatérios do tipo M2 e reduzir ainfiltragdo de macrofagos no tecido adiposo, resultando
numa reducdo na producdo de citocinas inflamatdrias (Simpson, Kunz, Agha, et al., 2015;
Gleeson, Bishop, Stensdl, et al., 2011).

I mplicagoes

As consequéncias do treino ao longo da vida no envelhecimento ndo sdo claras, em
grande parte devido a dificuldade em dissociar os efeitos do envelhecimento normal dagueles
provocados pela prética de exercicios fisicos regulares durante a vida. Além disso, os dados
sobre o papel das citocinas no envelhecimento sdo conflitantes (de Gonzalo-Calvo, Neitzert,
Fernandez, et al., 2010; Della Gatta, Garnham, Peake, et al., 2014). Alguns sugerem que a
resposta inflamatéria ao exercicio casual aumenta com a idade, enquanto que o treino fisico
regular pode gjudar a normalizar essa resposta inflamatéria (Della Gatta, Garnham, Peake, et
al., 2014).
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2.4 IMUNOSENESCENCIA E EXERCICIO FiSICO

A resisténciade um organismo adoencae ainfegdo € comprometida com aidade devido
a0 aparecimento de decliniosinevitaveis no funcionamento normal do sistemaimune (Simpson,
Lowder, Spielmann, et al., 2012). A deficiéncia nas fun¢bes de macréfagos em idosos pode
prolongar o processo de infecdo, levando ao aumento davida Util do agente patogénico e maior
potencia de danos ao hospedeiro. Além disso, é possivel que idosos que tenham predisposicao
para cancro ou doengas autoimunes / inflamatdrias, apresentem niveis basais de inflamac&o
mais elevados, os quais podem dificultar aresolugdo de respostas imunes a agentes infeci 0sos.
O decréscimo no nimero, na funcgéo das células B (a producéo de anticorpos) e na proliferacéo
poderiatraduzir numa resposta imune adaptativa mais fraca ao agente patogénico, conduzindo
a0 aumento da gravidade e do tempo de infegdo. A deplecdo do pool de células T naive
associada a0 envelhecimento pode resultar em menos células naive capazes de responder a
novos antigénios, na verdade, o pool alargado de células de memdria pode realmente impedir
que as popul acdes de células naive sgjam capazes de proliferar e expandir em nimero suficiente
(Senchina & Kohut, 2007).

O brago adaptativo do sistema imunitario (isto €, células T, células B e seus produtos)
parece ser 0 mais afetado com o aumento da idade, nomeadamente as alteragdes no interior do
compartimento dascélulas T (isto &, o racio CD4/CD8 invertido, baixas respostas proliferativas,
0 aumento do nimero de células de memaria e baixa produgdo de IL-2) sdo caracteristicas
marcantes do perfil de risco imune (IRP) - uma mistura de biomarcadores imunes que foram
utilizados para prever morbidade e mortalidade em idosos (Pawelec, 2006). Muitos
biomarcadores associados ao | RP sdo positivamente exibidos em idosos fisicamente ativos em
comparagdo com 0s seus idosos sedentérios (Simpson & Guy, 2010). Uma relagdo CD4:CD8
invertida esta associada com o envelhecimento devido a um acumular de células T CD8"
oligoclonais, em resposta a estimulagdo antigénica persistente e / ou devido a aumentos
associados a idade das células T CD8' resistentes a apoptose. Por conseguinte, uma relacdo
CD4:CDS8 invertida <1.0 é geralmente indicativa de um repertério reduzido de células T naive
e uma capacidade diminuida para responder a novos agentes patogénicos. Embora uma relagéo
CD4:CD8 invertida em idosos faga parte do IRP, 0 exercicio regular parece ndo ter efeito sobre
as relagbes CD4:CD8 no sangue de adultos mais velhos, quando posteriormente avaliados em
repouso. A maioriados estudos transversais relataram aumento da proliferacdo de células T em
adultos mais vel hos fisicamente ativos em comparagdo com o0s seus homol ogos sedentarios. Por
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outro lado, os estudos longitudinais ndo relataram alteracdo na proliferacdo de células T em
resposta a intervencfes de exercicio aerdbico ou de forca. A ativacdo e proliferacdo dos
linfécitos T durante o reconhecimento do antigénio € dependente da secrecdo de IL-2 e a
expressao de seusrecetores. A sintese dalL-2 e aexpressao do recetor de alta afinidade IL-2RS

é prejudicada com aidade e associada com o |RP em idosos.

A involugdo do timo e a reducéo no repertorio de linfécitos T naive, pode explicar a
frequénciareduzidade células T que podem produzir e responder alL-2 com o avanco daidade.
A interpretacéo de dados disponiveis de estudos transversais € de que alL-2 € maior em idosos
que praticam exercicio habitualmente, em comparacdo com os seus homélogos sedentérios
(Simpson & Guy, 2010). Mulheres atletas master tinham mais do que o dobro do nimero de
células T CD8" que expressam IL-2 intracelular seguindo estimulacdo por mitogénio, em
comparacdo com ndo-atletas da mesma idade (Beshgetoor, Arrues & McGuire, 2004).
Curiosamente, o exercicio ndo teve efeito sobre os nimeros de células T CD4" que expressam
IL-2intracelular (Beshgetoor, Arrues & McGuire, 2004). Shinkai e colegas verificaram maiores
concentragbes de IL-2 no sobrenadante de culturas de PBMCs estimuladas com
lipopolissacarideo (LPS) em idosos corredores habituais em comparagdo com sedentérios
controlos pareados por idade. Este aumento na secrecdo de IL-2 pode explicar a maior
proliferacéo de células T observada nos corredores mais velhos (Shinkai, Kohno, Kimura, et
al., 1995).

A expansdo clonal de cdlulas T, em resposta a um estimulo antigénico é um processo
fundamental da imunidade adaptativa, permitindo a formagdo de antigénios especificos de
células T efetoras para combater agentes patogénicos invasores. No entanto, esta expansao
clonal ndo éinfinita, e apbs ciclos repetidos e excessivos de divisdo celular, ascélulas T sofrem
paragem (arrest) do ciclo celular e tornam-se senescentes. Neste estado, as células T ndo seréo
mais clonamente expandidas sob futura estimulagdo antigénica, mas ainda mantém as
propriedades de células efetoras (por exemplo, reconhecer e matar as células infetadas por
virus) e ainda séo capazes de produzir grandes quantidades de citocinas pro-inflamatérias, como
TNF-a (Spielmann, McFarlin, O’ Connor, et al., 2011; Simpson & Guy, 2010) (ver detalhes na
Figura2.15).
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Figura 2.15: Expansao de clonesde célulasT.

A estimulago antigénica faz com que células T proliferem (expansdo clonal via divisdo celular) e
diferenciem-se em células T efetoras que desempenham fungdes especializadas, tais como a secre¢ao
de citocinas, reconhecimento e morte de células alvo, e a ativagdo de macréfagos e células. A exposicao
antigénicarepetida (isto €, durante todo o tempo de vida), aumentaafrequénciade células T senescentes
no sangue e nostecidos. O aparecimento de células T senescentes ocorre devido ao excesso de expansdes
clonais que ocorre como parte de uma resposta imune normal aos agentes patogéni cos que invadem ou
reativam infecBes no organismo ao longo davida. 1sso, juntamente com a reducdo do nimero células T
naive recém-funcionais em decorréncia do timo atrofiado, contribui para a diminui¢do do repertério de
células T naive (isto €, reduzido espago imunitério). Assim, aexposi¢cao repetida a estimul os antigénicos
ao longo da vida (ou sgja, a reativagdo de infecBes virais latentes) leva a maiores rondas de divisdo
celular e a senescéncia prematura. A medida que essas células T senescentes ainda preservam fungdes
de células efetoras (ou seja, morte de células infetadas por virus) e so altamente pré-inflamatérias, o
seu acumular no sangue e nos tecidos também pode contribuir para um certo nimero de patologias

associadas com ainflamagéo (Adaptado de Simpson & Guy, 2010).
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Os efeitos benéficos do exercicio podem vir tanto de perspetivas de prevengdo e / ou
rejuvenescimento (Simpson & Guy 2010). A partir de um ponto de vista da prevengédo, o
exercicio pode provocar efeitos secundarios sobre o sistema imune, devido as suas bem
conhecidas propriedades redutoras de stresse, limitando assim o potencial de reativacéo viral
latente induzida por stresse e erosdo dos teldmeros. A partir de um ponto de vista do
tratamento/rej uvenescimento, o exercicio regular pode levar a destruicéo do excesso de clones
virais especificos de células T por meio de apoptose, liberando o "espago imune" que pode ser
ocupado pelas células T naive e expandindo o repertdrio antigénico de células T (Simpson,
2011a). Para que este processo aconteca, Simpson e Guy 2010 propuseram trés fases distintas
que devem ocorrer: 1) umamobilizagdo seletivade células T senescentes dos tecidos periféricos
para 0 compartimento do sangue durante o exercicio; 2) extravasamento de células T
senescentes da circulagao e sua posterior apoptose nos tecidos periféricos durante arecuperagdo
do exercicio; 3) geracdo subsequente de células T naive para substituir as células senescentes
deletadas. Detalhadamente, 0 exercicio agudo provoca a mobilizacgo preferencial de células T
altamente diferenciadas e senescentes dos tecidos periféricos para o compartimento do sangue
(linfocitose), sob a influéncia de catecolaminas. O exercicio, por suavez, aumenta a producéo
de espécies reativas de oxigénio (DelaRosa, Pawelec, Peralbo, et al., 2006), glucocorticoides,
e citocinas pré-inflamatdrias, expondo assim as células T senescentes a um meio de estimulos
pré-apoptoticos. Recetores de superficie celular de morte (Fas / FasL) séo up-regulados em
células T senescentes, que também estdo sujeitos a danos oxidativos de DNA no sangue. Estas
células suscetiveis a apoptose, juntamente com células T naive e de meméria danificadas, saem
do compartimento sanguineo durante a fase de recuperacdo do exercicio (linfocitopenia) e
migram para tecidos especificos. Uma parte destas células T senescentes subsequentemente
sofrem apoptose nos tecidos periféricos, assim criando um espaco vago. Por conseguinte, 0
reduzido nimero de células T conduz a um feedback positivo, aumentando a saidade células T
naive do timo ou de locais de desenvolvimento de células T extratimo (isto €&, figado,
intestinos). Estas células T recém-geradas preenchem o espaco vago e contribuem para um
repertorio expandido de células T naive. RepeticOes deste processo em resposta ao exercicio
habitual reduzem afrequénciade células T senescentes ao longo do tempo, diminuindo o risco

de infecdo e aumentando a longevidade saudével (para maiores detalhes, ver Figura 2.16).
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Figura 2.16. O exercicio agudo promove mobilizacdo preferencial de células T senescentes
altamente diferenciadas e virus-especificas dos tecidos periféricos no compartimento de sangue
(linfocitose) sob ainfluéncia de catecolaminas.

O exercicio, por suavez, aumenta a producdo de ROS, glucocorticoides, e citocinas pro-inflamatorias,
expondo assim as células T senescentes a um meio de estimul os pré-apoptoticos. Recetores de morte da
superficie celular (Fas/ Fas-Ligando (Fasl)) sdo regulados positivamente em células T senescentes, que
também est8o sujeitos a danos oxidativos leves do DNA no sangue. Estas célul as suscetiveis a apoptose,
juntamente com células naive intactas e células T de memodria, deixam o compartimento sanguineo
durante a fase de recuperacdo de exercicio (linfocitopénia) e migram para os tecidos especificos. Uma
parcela destas células T senescentes subsequentemente sofrem apoptose nos tecidos periféricos, assim
criando espago vago. Por conseguinte, o baixo nimero de células T conduz um ciclo de feedback
positivo, aumentando a producdo de células T naive a partir do timo ou locais de desenvolvimento de
células T extra-timo (i.e., figado, intestinos). Estas células T recentemente geradas preenchem o espago

vago e contribuem para a expansao do reportdrio de células T naive (adaptado de Simpson, 2011).

Spielmann et a. (2011) demonstraram que as proporcoes de células T CD4" e CD8*
senescentes aumentaram com a idade avangada, a uma taxa correspondente de 10% e 10,2%

por década, respetivamente. Isto foi acompanhado por uma reducéo por década nas proporcoes
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de células T CD4" e CD8" naive (10% e 9,9%, respetivamente). | nteressantemente, 0s autores
descobriram que individuos que tinham valores de VO,,,, acima da média tinham menos
células T CD4" e CD8" senescentes e mais células T CD8" naive do que aqueles com valores
mais baixos de VO,,,.,, mesmo apos gjuste paraidade, indice de massa corporal e percentual de
gordura corporal. Surpreendentemente, os autores verificaram que a associagdo bem aceita
entre idade e células T senescentes ja ndo existia quando a idade foi gjustada para VO,
indicando que a aptidao aerdbica pode ser um forte determinante de mudancas fenotipicas de
células T e com maior impacto do que a idade cronolégica. Este efeito foi limitado as células
senescentes, sendo que o VO,,,,, hdo foi associado com o aumento das células de memaria apds
0 gjuste para aidade. Os autores consideraram que seu estudo foi 0 primeiro a mostrar que a
aptidao aerobica esté associada a uma moderacdo do acumular natural relacionado com aidade
de células T senescentes no sangue periférico, com destaque para os efeitos benéficos da
manutencdo de um estilo de vida fisicamente ativo sobre o envelhecimento do sistema

imunitério.

24.1 KLRG1 -TheKkiller cell lectinHikereceptor G1

Emborao CD45RA e 0 CCR7 sgjam marcadores eficientes de diferenciagcdo das células
T, aidentificac8o de células T CD45RA"/CCR7 como células termina mente diferenciadas (ex:
senescentes) é controversa, devido ao facto destas células ainda demonstrarem niveis eficazes
de proliferagdo apds ativacdo do recetor de célulaT (TCR). A expressdo combinada de KLRG1
e CD57, ou a expressdo de KLRG1 na auséncia de CD28 parece ser uma combinagdo de
marcadores de senescéncia das células T mais aceitével, pois as células com este fendtipo séo
incapazes de sofrer futuras divisdes, ndo expressam o CD27 e o CCRY7, e tém uma baixa
expressao do CD127 (Simpson & Guy, 2010; Simpson, 2011).

A expressdo KLRG1 na superficie celular identifica uma populagdo de linfécitos T
incapazes de sofrerem expansdo clonal apds estimulacdo por mitogénio, sugerindo que
linfécitos T que expressam KLRG1 estdo num estado de senescéncia e em fase avancada de

envel hecimento biol 6gico (Simpson, Florida-James, Cosgrove, et al., 2007) (Figura 2.17).
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Figura 2.17: Expansdo populacional associada a idade das células T CD28 terminalmente
diferenciadas.

Com o aumento daidade, as populacBes oligoclonais de células T efetoras terminalmente diferenciadas
acumulam; estas células sdo frequentemente especificas para virus latentes, em particular CMV
(citomegalovirus). Elas sdo diferentes em relac@o ao fendtipo, funcdo e sobrevivéncia das células T
exaustas gue se desenvolvem em resposta a virus altamente replicantes. Blimp-1 e Eomes, fatores de

transcricdo; Bcl-2, molécula anti-apoptética. (Adaptado de (Goronzy & Weyand, 2013).

As células T KLRG1'/CD57 sdo células efetoras destinadas a tornarem-se células de
memoria de longa duracéo, devido a sua expressdo do recetor de IL-7, CD127. Por outro lado,
células KLRG1'/CD57" ainda sdo capazes de produzir citocinas pro-inflamatérias e tém
granulos citoliticos (isto € perforina e granzima B), mas ndo expressam CD127, CCR7 ou as
moléculas coestimuladoras CD27 e CD28, indicando que estas sdo células T efetoras
terminalmente diferenciadas que ndo sdo capazes de proliferar, mas ainda mantém as

propriedades de células ef etoras imediatas (Simpson, Cosgrove, Cheg, et al., 2010).

Além disso, os marcadores de senescéncia sobre as subpopulagdes de linfécitos T sdo
agora considerados também eficientes marcadores do envelhecimento biolégico sistémico
(Simpson, Cosgrove, Ingram, et al., 2008). A sinalizagdo através do KLRG1 poderia resultar
em mudanca da funcdo das células T (Tauro, Nguyen, Li, et al., 2013). KLRG1 possui um
motivo de inibicdo do recetor imunit&rio a base de tirosina (ITIM) no seu dominio
citoplasmatico, sugerindo que pode desempenhar um papel funcional no sistema imunitério,
além de seu uso extensivo como marcador de senescéncia. Foi sugerida uma associagéo da
expressdo de KLRG1 em Tregs, com indicacdo de funcgéo alterada (Tauro, Nguyen, Li, et al.,
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2013). As Tregs KLRG1" seriam portanto, um grupo de células um pouco mais potente do que
as Tregs KLRG1 na supressdo da proliferacéo de células T naive in vitro (Beyersdorf, Ding,
Tietze, et al., 2007). Tauro et al. (2013) mostraram uma elevagao acentuada de Tregs KLRG1"
infiltradas no SNC com encefal omielite autoimune experimental (EAE), um modelo animal de
esclerose multipla. As Tregs KLRG1" mostraram um aumento da expressao de marcadores de
ativacdo CD25 e FoxP3, quando comparado com as células KLRG1". Além disso, quando as
Tregs KLRG1 foram convertidas em células KLRG1" isto foi associado com o aumento da
inflamacdo autoimune tecidual. Além disso, as Tregs KLRGL1", mas ndo as Tregs KLRG1
mostraram sinais de diferenciacdo terminal. Finalmente, as Tregs KLRG1" também produziram
mais IL-10 e tinham alterado a produgdo de citocinas efetoras em comparagdo com suas
homologas KLRG1.

I mplicagtes

A ideia de que a atividade fisica regular pode exercer propriedades preventivas e/ou de
rejuvenescéncia do sistema imunol égico por amenizar o acumular relacionado com aidade de
células T senescentes e prevenir atransicdo para a categoria |RP ao longo da vida (Simpson &
Guy 2010) e que a manutencdo de altos niveis de aptiddo aerdbica durante o curso natural do
envelhecimento pode gudar a prevenir o acumular de células T senescentes, que tém
especificidade antigénica limitada, a0 mesmo tempo, mantendo um nimero suficiente de
células T naive capazes de reconhecer e responder a novos agentes patogénicos (Spielmann,
McFarlin, O’ Connor, et al., 2011),

2.5IMUNIDADE DAS MUCOSAS

O sistema imunitario das mucosas € responsavel pela protecdo das superficies das
mucosas do trato respiratorio, passagens nasais e o0s intestinos. O sistema imune das mucosas €
uma das principais barreiras da colonizacdo de agentes patogénicos e tem um papel
particularmente importante em reduzir aincidénciade ITRS. O efeito do exercicio agudo sobre
a imunidade das mucosas tem sido amplamente estudado, com a maioria dos estudos
direcionados para a investigacdo de mudangas na secrecdo de Imunoglobulina A (IgA),
determinada na saliva. A vantagem do uso da saliva para determinagéo de hormonas e outros
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marcadores, como a IgA, é gque ela pode ser recolhida rapidamente, com frequéncia e sem o
stresse induzido pela pungdo venosa. Além disso, a colheita da saliva requer formagdo médica

minima e pode ser realizada fora do ambiente de laboratdrio (Hayes, 2015).

2.5.1 Imunoglobulina A

O anticorpo principal presente nos fluidos das mucosas € a imunoglobulina A, que é
produzida localmente por células plasmaticas que residem na submucosa e é secretada por
transporte através das célul as epiteliais pel o recetor polimérico de Ig (Allgrove, Gomes, Hough,
et al., 2008). A IgA parece desempenhar um papel multiplo de defesa, a considerar: evita que
microbios e antigénios adiram e penetrem no epitélio; interrompe a replicacdo de agentes
patogénicos intracelulares na transcricdo entre as células epiteliais, liga-se aos antigénios
facilitando a sua excregdo através do epitélio para o lumen (Lamm, 1998). Reducgdes na
concentragdo ou na taxa de secrecéo da IgA sdlivar refletem reduzida protegdo imune das
mucosas das vias respiratorias, levando aum aumento naincidénciade I TRS (Gleeson, Bishop,
Oliveira, et al., 2012; Gleeson & Walsh, 2012). Embora o envelhecimento diminua as
concentracfes de IgA, individuos idosos submetidos a exercicio aerébico regular (16 e 32
semanas) foram protegidos contra essa deterioracdo, indicando que o exercicio pode ser
eficiente em promover imunidade via IgA (Gomes, Teixeira, Teixeira, et al., 2008; Martins,
Cunha, Neves, et al., 2009; Akimoto, Kumai, Akama, et al., 2003).

2.5.2 Cortisol

O cortisol (hidrocortisona, Composto F) é a principal hormona glucocorticoide
produzida no cortex adrenal. O cortisol desempenha um papel central na respostafisiolégicae
comportamental a um estimulo stressante fisico ou psicologico pela ativacdo do eixo
hipot& amo-pituitario-adrenal (HPA), que por sua vez, estimula a libertagdo da hormona pelo
cortex supra-renal (Tsai, Ko, Chang, et al., 2011). No sangue apenas 1 a 15% do cortisol esta
na sua forma ndo ligada ou biologicamente ativa. O cortisol restante esta ligado as proteinas
séricas (Vining, McGinley & Symons, 1983). O cortisol sérico ndo-ligado entra na saliva
através de mecanismos intracelulares, e na saliva a maioria dos cortisol permanece ndo ligado
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a proteina (Vining & McGinley, 1987). O cortisol salivar, usado como um marcador
representante do cortisol livre na circulagéo, tem sido recomendado como um indice de stresse
detreino e também tem sido utilizado, porque evita o stresse causado pela puncéo venosa (Gatti
& DePalo, 2011).

O cortisol € considerado a principal hormona responsavel por processos catabdlicos,
uma vez que reduz a sintese de proteinas e aumenta a degradacdo de proteinas (Hayes, Grace,
Baker, et al., 2015). Por outro lado, o cortisol é conhecido por ter potentes efeitos anti-
inflamatérios, e de atuar sobre as catecolaminas que regulam a producdo de citocinas—induzida
por LPS — pelas células do sistemaimunol égico (incluindo TNF-a e IL-18) (Allgrove, Gomes,
Hough, et al., 2008). Esta hormona tem sido utilizada no campo de treino, como um dos
marcadores preferenciais do stresse induzido pela carga de treino. Sugeriu-se que os niveis de
cortisol aumentam em propor¢do em intensidade do exercicio, mas o limite da atividade
secretora € também dependente da duragéo do exercicio. Uma"intensidade limiar" de >60% do
VO, em exercicios que duram pelo menos 20-30 min foi sugerida e, acima desta intensidade
relativa, grandes elevagdes nos niveis de cortisol no sangue podem ocorrer (Hill, Zack,
Battaglini, et al., 2008). Periodos de tempo superiores a 1 hora foram apontados como
necess&rios para produzir incrementos assinaldveis na concentragdo de cortisol plasmético
(Pedersen & Hoffman-Goetz, 2000).

2.5.3 Testoster ona

A testosterona é a hormona esteroide mais importante dentro da familia dos andrégenos
e sua secrecdo € regulada pelo eixo hipotdlamo-hipofisério-gonadal. Ela é sintetizada e
secretada pelas células de Leydig dos testiculos nos homens e, em menores quantidades, nos
ovarios nas mulheres, com peguenas quantidades produzidas pela glandulas adrenais (Labrie,
2005). A testosterona exerce agdes anabolicas sobre o tecido muscular, uma vez que contribui
para 0 crescimento da musculatura, aumentando a sintese de proteinas e diminuindo a
degradacéo de proteinas, melhorando assm o desempenho desportivo inclusive em atletas
master (Hayes, Grace, Sculthorpe, et al., 2013). Acdes anabolizantes indiretas da testosterona
relacionadas com a for¢a muscular incluem a estimulagdo da secrecéo de outras hormonas

anabdlicas tais como a hormona de crescimento. A maior parte da testosterona circulante esta
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ligada a albumina e globulinas (~95-98%), enquanto uma pequena quantidade (~2-5%)
permanece livre na circulacdo (Papacosta & Nassis, 2011). A testosterona livre entra na saliva
através de mecanismos intracelulares, e na saliva a maioria de testosterona ndo esta, portanto,
ligada a proteinas (Vining & McGinley, 1987). As medidas salivares de testosterona podem
fornecer um indicador confidvel das concentragbes de testosterona no soro ou plasma
(Papacosta& Nassis, 2011). Embora, informagdes mais recentes questionem arelagdo existente
entre as concentragBes de testosterona salivar com medidas de testosterona bio disponivel
(Hayes, Sculthorpe, Young, et al., 2014), a testosterona salivar € amplamente utilizada nos
estudos com atletasjovens (Kilian, Engel, Wahl, et al., 2016), atletas dejudo (Papacosta, Nassis
& Gleeson, 2016), futebol (Arruda, Aoki, Freitas, et al., 2015), rugby (Gaviglio, Osborne,
Kelly, et al., 2015) e individuos idosos treinados ou ndo (Hayes, Sculthorpe, Herbert, et al.,
2015).

2.5.4 Ré&cio testoster ona/cortisol

O r&cio testosterona/cortisol (T/C) € um dos indicadores mais utilizados na
monitorizagao darespostahormonal ao treino regular, sendo sugerido como indicador do estado
anabdlico/catabdlico do organismo. Foi ainda, apontado como um possivel indicador de
“sobretreino” (Urhausen, Gabriel & Kindermann, 1995) e a diminui¢do do récio T/C foi
rel acionada com a recuperacédo incompleta do exercicio realizado (Banfi, Marinelli, Roi, et al.,
1993). Decréscimos do récio T/C de cerca de 30% em relagdo ao valor basal sdo indicativos de
recuperacdo incompleta mas nédo de sobretreino (Banfi, Marinelli, Roi, et al., 1993; Vervoorn,
Vermulst, Boelens-Quist, et al., 1992). Em remadores olimpicos, periodos de treino mais duro
decresceram o récio T/C entre 5 e 50%, enquanto o contrério acontecia nos periodos de menor
intensidade do treino (Vervoorn, Quist, Vermulst, et al., 1991).

I mplicagtes

Esta breve revisdo de literatura mostra perspetivas promissoras na utilizagdo dos
marcadores salivares e sua pertinéncia na monitorizacdo da adaptacdo dos atletas ao treino. A
falta de estudos em atletas veteranos justifica, em nosso entender, a exploragdo do
comportamento deste conjunto de parametros numa época desportiva.
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2.6 ATLETAS MASTER

Atletas master sdo individuos que sistematicamente treinam e competem em formas
organizadas de desporto, algumas delas especiamente elaboradas para adultos mais velhos.
Cada organizagdo desportiva, nacional ou internacional, determina aidade que define um atleta
master. Em geral, aidade que inicia-se uma categoria master é determinada pelaidade em que
o recorde mundial para a €elite do desporto atingiu o limite maximo. Enquanto atletas master
tem geralmente 35 anos de idade ou mais, a competicdo para atletas master na natagdo comeca
aos 25 anos de idade, no atletismo aos 35 anos e no golf aos 50 anos (Reaburn & Dascombe,
2008; Hecht, 2001). Os atletas master participam no desporto organizado e competitivo por um
nimero alargado de razdes. Atletas master participam por divertimento, competicdo, aptidéo
fisica, sociabilidade, viagens, aivio do stresse, desafio pessoal e desenvolvimento de
habilidades. Entretanto, os fatores de divertimento, beneficios para a salide e aptiddo fisica,
socializagdo e competicao parecem ser as razdes condutoras para 0 envolvimento no desporto
(Reaburn & Dascombe, 2008; Shaw, Ostrow & Beckstead, 2005). A preparacdo e participagao
na competicdo de atletas master aparentemente foi associada com perspetivas favoraveis em
termos de qualidade de vida e a incidéncia de novos casos de doenca isquémica do coragéo,
hipertensdo e diabetes, pelo menos em 750 atletas entrevistados sobre um periodo de 7 anos
(Shephard, Kavanagh, Mertens, et al., 1995). Os niveis de atividade adotadas pelos
competidores foram substancialmente elevados, e os autores deste estudo realizado ha mais de
20 anos, ja levantaram a questdo do quao longe a experiéncia de salde favoravel € atribuivel
aos altos niveis de condicionamento fisico. Afigurou-se que os individuos mais velhos podem
sustentar tais niveis de atividade sem umainfluéncia negativa sobre a sua resisténcia a doengas

infeciosas (Shephard, Kavanagh, Mertens, et al., 1995).

A determinagdo dos efeitos do envelhecimento biolGgico por si s6 sobre a capacidade
funcional fisiolégica em seres humanos € dificil, porque a interpretacdo é confundida por
reducdes nos nivels de atividade fisica (descondicionamento), alteragdes correspondentes na
composi¢ao corporal (ou sga 0 aumento da gordura corporal e reducéo da massa livre de
gordura), e o desenvolvimento de doencas clinicas, os quais reduzem a capacidade funcional
independente dos processos intrinsecos do envelhecimento. Devido a essas limitagdes, uma
nova abordagem para determinar os efeitos do envelhecimento sobre a capacidade funcional
em seres humanos € determinar mudancas no desempenho do exercicio de pico com aidade em
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atletas altamente treinados e competitivos (Brown, Ryan & Brown, 2007; Pollock, Carter,
Velloso, et al., 2015; Kusy & Zielinski, 2015; Rittweger, di Prampero, Maffulli, et al., 2009;
Mueller, Knechtle, Knechtle, et al., 2014; Aagaard, Suetta, Caserotti, et al., 2010). A teoria é
gue esses atletas representam um modelo experimental eficaz porque as mudancas observadas
com o avancar daidade sdo pensadas em refletir principalmente os resultados da primeira fase
de envelhecimento (fisioldgica). Além disso, 1) os desempenhos de pico desses atletas séo
estabelecidos em condigdes padronizadas e rigorosas, especialmente em eventos de nivel de
campeonato; e 2) auto motivagdo, uma determinante critica da capacidade de determinar com
precisdo 0 desempenho de pico, € assumida como sendo igual ou quase maxima sob estas
condigoes (Tanaka & Seals, 2003).

A diminuico, relacionada com a idade, no desempenho aerdbico de atletas master de
elite aparece curvilinea da idade de 35 anos até aproximadamente a idade de 60-70 anos e
exponencial depois disso. Especificamente, 0 desempenho aerdbico aparece mantido até cerca
de 35 anos de idade, reduz modestamente até 50 anos de idade, seguido por uma diminuicéo
progressiva (Tanaka & Seals, 2003; Reaburn & Dascombe, 2008). A reducdo no desempenho
aerobico com a idade pode ser devida a diminuicdo do volume e intensidade do treino, por
motivos pessoai s e comportamental s (aumento das responsabilidades familiares e profissionais,
reducdo da motivacdo para treinar, por exemplo). Para além destes fatores psicossociais,
estudos anteriores mostraram que as reducdes rel acionadas com aidade no VO,,,,, € mudancas
no limiar de lactato e economia de corrida em atletas master também podem afetar o

desempenho aerdbico (Reaburn & Dascombe, 2008).

A adta geracdo de energia durante o exercicio prolongado é providenciada pelo
metabolismo aerdbio, que em grande parte depende da capacidade dos sistemas pulmonar,
cardiovascular, hematoldgico e celular para o transporte de oxigénio da atmosfera para 0s
musculos e a capacidade dos tecidos de utilizar o oxigénio para metabolizar os nutrientes
(Armstrong, Casa, Millard-Stafford, et al., 2007). Poténcia aerébica maximaou VO,,,, refere-
se a taxa maxima de consumo de oxigénio durante o exercicio com grandes grupos musculares
de intensidade progressiva até a exaustdo. A capacidade do individuo para realizagdo do
exercicio aerdbico é limitada pelo VO,,.,, sendo este denominador amplamente aceito como o
melhor indicador da aptiddo cardiorrespiratéria. VO, esta relacionado com a capacidade
aerobica e areducdo do VO,,,, € aprincipa razéo para o declinio daresisténcia funcional com

o envelhecimento (Rittweger, di Prampero, Maffulli, et al., 2009). Embora outros fatores e
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mecanismos fisiol6gicos contribuam para a reducdo do desempenho desportivo com a idade
avancada (Figura 2.18; Tanaka & Seals, 2008).

N | Training intensity [****+,_
& volume k
| Maximal | Maximal | Maximal
heart rate stroke volume a-v O, difference
\ v / v
«— Exercise | Maximal oxygen > leLactate
economy consumption threshold
\ v

| | Endurance exercise performance

Figura 2.18: Fatores e mecanismos fisiol6gicos que contribuem para a reducéo no desempenho do
exercicio de endurance com o avancar da idade em adultos saudaveis.
Adaptado de (Tanaka & Seals, 2008).

Estima-se que o0 VO,,,, diminua cerca de 10% por década apds a idade de 25 anos em
individuos idosos sedentérios e saudaveis (Buskirk & Hodgson, 1987). Ha uma diminuicéo
relacionada com a idade para ambos o0s géneros no VO,,..,, que contribui para a diminuic¢éo da
performance de endurance. No entanto, a diminuicdo VO, também é dependente do grau em
gue os atletas mantém o volume e intensidade do treino, da idade dos individuos, ou da
heterogenedade do grupo (Reaburn & Dascombe, 2008).

De acordo com aequagdo de Fick modificada, 0 VO,,,, € produto dafrequénciacardiaca
maxima e do volume sistolico maximo (fatores centrais), e da maxima diferenca arteriovenosa
de oxigeénio (fatores periféricos). A diferenca arteriovenosa oxigénio € ainda influenciada por
uma variedade de fatores, incluindo a massa muscular, a capacidade do sangue para transportar
e entregar oxigénio (volume de sangue, hemoglobina), e a capacidade dos tecidos ativos para
obter e utilizar oxigénio (capilarizacao, tipo de fibra muscular, atividade aerdbica das enzimas)
(Reaburn & Dascombe, 2008).

Foi sugerido que adiminui¢cdo daFC,,, € o principal contribuinte para a diminui¢do do
VO,,.« Observada em atletas master — endurance (Tanaka, Monahan & Seals, 2001), mas que
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uma diminuicdo no volume de gecdo maximo também pode contribuir para o declinio
relacionado com a idade do VO,,,.. No entanto, os declinios relacionados com a idade no
desempenho aerdbico parecem um pouco menores do que o declinio relacionado com a idade
no VO, (Tanaka & Seals, 2003). 1sso sugere que pode haver declinios em outros fatores
principais gue influenciam o desempenho aerdbico, tais como o limiar de lactato ou a economia
do exercicio (Figura 2.17). Quando expresso como uma percentagem do VO,,,, 0 limiar de
lactato aumenta (Wiswell, Jague, Marcell, et al., 2000), sugerindo que esta diminuicdo da
intensidade do exercicio no limiar de lactato com aidade pode ser secundariaauma diminuicéo
relacionada com aidade no VO,,,, (Reaburn & Dascombe, 2008). H4 uma reducéo rel acionada
com a idade na fase estdvel méxima do lactato que também contribui para uma redugdo no
desempenho de atletas master (Mattern, Gutilla, Bright, et al., 2003).

O sucesso de um atleta de elite num desporto particular depende da habilidade, forca e
poder, e em algumas atividades, a eficiéncia, com a qual varios grupos musculares sao
recrutados para executar os movimentos corporais exigidos do desporto (Faulkner, Davis,
Mendias, et al., 2008). A diminui¢cdo do desempenho dos atletas de elite com aidade também
pode ser explicada pela sarcopenia, perda nas unidades motoras das fibras tipo 2 com posterior
atrofia muscular e perda da forga muscular (Aagaard, Suetta, Caserotti, et al., 2010; Faulkner,
Davis, Mendias, et al., 2008). Apesar das inevitaveis mudangas que ocorrem na estrutura e
func&o do musculo com o envel hecimento, o atletade elite idoso altamente treinado e altamente
qualificado ainda € capaz de competir em seus oitenta anos numaamplavariedade de atividades
desportivas anivel inatingivel pelos jovens menos dotados ou bem treinados (Faulkner, Davis,
Mendias, et al., 2008), ou mesmo completar uma maratona aos 90 anos de idade (Mueller,
Knechtle, Knechtle, et al., 2014).

Em relagdo ao sistemaimunol 6gico, ndo esté claro o quanto das mudancas rel acionadas
a idade, abordadas nas secOes anteriores, sdo evitavelis e/lou mutaveis devido ao exercicio
regular. Além disso, ha muitos fatores, tais como a ata quantidade de atividade fisica durante
muitos anos, magreza, uma qualidade favoravel da dieta, melhor perfil psicoldgico e heranca
bioldgica exceciona para explicar porque pessoas altamente condicionadas tém imunidade
superior do que seus colegas sedenté&rios (Buyukyazi, 2004). Nomeadamente, os efeitos
benéficos do exercicio fisico regular sobre a imunidade tem sido documentados em adultos
mais velhos, embora 0s mecanismos que sustentam a melhora da imunidade com o exercicio

regular ndo sejam bem compreendidos (Simpson & Guy, 2010).
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Quando atletas idosos que realizaram exercicio fisico padronizado ao longo da vida ou
pessoas fisicamente muito ativas sdo comparadas com seus homologos sedentérios, eles
mostraram ter niveis basais mais elevados de células NK ou fungdes de linfocitos T (Shinkai,
Kohno, Kimura, et al., 1995). Em outro estudo, o treino habitual e moderado em idosos
aumentou a concentragdo de células NK (Buyukyazi, 2004). Nesse estudo, os autores
investigaram a associagao entre o treino a longo-prazo realizado por mais de 16 anos e
parametros imunes celulares e humorais de repouso em atletas idosos. Neutrofilos, eosindfilos,
linfocitos, mondcitos e subséries de linfécitos tais como células T, células B, células T CD4",
células T CD8" dos atletas idosos ndo foram estatisticamente diferentes quando comparadas aos
resultados obtidos dos individuos sedentarios. No entanto, os atletas idosos tinham maior
poténcia aerdbica, menor percentagem de gordura, e elevadas percentagens de células NK e
nivels séricos de IgM e IgA, demonstrando efeitos positivos do exercicio regular realizado a

longo prazo sobre o envelhecimento (Buyukyazi, 2004).

Em roedores, o treino fisico quando iniciado antes de um limiar fisioldgico critico em
roedores jovens, foi benéfico para musculos e 0ssos de animais mais velhos, mas o efeito néo
foi observado em animais idosos treinados a curto-prazo (Marina, Carmeli, Ljubuncic, et al.,
2008). Um outro estudo realizado no Brasil investigou um grande painel de biomarcadores
geriétricos emergentes, em idosos que treinavam por longos periodos de tempo (49 + 8 anos de
treino). Os autores encontraram que o treino a longo-prazo foi associado com baixos niveis de
contagem de células sanguineas brancas, contagem de neutrdfilos, IL-6, IL-10, IL-1ra e
TNFR1, associados a melhora do perfil de salde em idosos (de Gonzalo-Calvo, Fernandez-
Garcia, de Luxan-Delgado, et al., 2012). O exercicio de resisténcia realizado ao longo davida
(28 £ 2 anos) foi relacionado com abrandamento da redugdo do volume muscular e diminuic¢éo
de alguns marcadores inflamatdrios (CRP e IL-6), caracteristicas que geralmente estéo
aumentadas com o envelhecimento. Isto sugere que o exercicio fisico regular pode ser
importante na reducdo da inflamac&o sistémica e manutencdo da massa muscular com aidade
(Mikkelsen, Couppé, Karlsen, et al., 2013). Mais recentemente, uma pesquisa realizada com
atletas master brasileiros (65 -85 anos), que tinham habitos regulares de treino intenso e
moderado apresentaram menor propor¢do de células T terminalmente diferenciadas
(CD45RACCRY7) TCD4" e TCDS8'. Embora ambos tipos de treino tenham sido incapazes de
modificar a propor¢édo de células TCD8" senescentes (CD28), foi detetado um comprimento
maior dos teldmeros nestes grupos em comparagdo ao grupo controlo da pesguisa. Esta bem

conduzida pesquisa, mostrou também que o grupo envolvido em treino intenso apresentou
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reducdo na apoptose de células T, avaliada pela expressdo de Bcl-2 e caspase-3 (Silva, de
Araljo, Fernandes, et al., 2016). |sto sugere e em conformidade com outros estudos (Simpson,
Florida-James, Cosgrove, et al., 2007; Spielmann, McFarlin, O’ Connor, et al., 2011) que
intensidades mais altas de treino s80 necessarias para que as respostas imunes sgam mais
pronunciadas. Os resultados apresentados pelos estudos anteriores gjudariam a responder ao
paradoxo existente quando do entendimento das respostas imunol 6gicas em atletas master, uma
vez gue, esses individuos sdo submetidos aum treino fisico, que geralmente inclui altas cargas,
no entanto, longo tempo de duragdo. Neste caso, 0 exercicio agudo de ata intensidade traria

efeitos indesg/dveis enquanto o exercicio de longa duracdo produziria resultados satisfatorios.

Neste contexto, atletas master com uma pratica regular de treino ao longo da vida sdo
um grupo interessante que pode ser utilizado como um modelo para estudar o envelhecimento
no contexto do comportamento otimizado em relacdo a um envelhecimento saudével e ativo
(Mikkelsen, Couppé, Karlsen, et al., 2013; Tanaka & Seals, 2008). Embora o foco daliteratura
sobre atletas master e os efeitos benéficos do exercicio sobre o envelhecimento estgja em
crescimento exponencial (Faulkner, Davis, Mendias, et al., 2008; de Gonzalo-Calvo,
Fernandez-Garcia, de Luxan-Delgado, et al., 2012; Mikkelsen, Couppé, Karlsen, et al., 2013;
Pollock, Carter, Velloso, et al., 2015; Silva, de Arajjo, Fernandes, et al., 2016), as
consequéncias do treino ao longo da vida sobre o envelhecimento ndo sdo claras, em grande
parte devido a dificuldade de dissociar os efeitos do envelhecimento norma dagueles

provocados por uma prética exercicio fisico regular ao longo da vida.

I mplicagdes

Atletas master representam um subgrupo demografico muito interessante, porque
muitos deles expressam um fendtipo fisiolégico impar que poderia ser chamado de
"envel hecimento excecional mente bem-sucedido” (Tanaka & Seals, 2008). Assim, o estudo de
atletas master oferece umaoportunidade Unicaparainvestigar os efeitos do treino alongo-prazo
sobre o0 envelhecimento do sistema imunoldgico em si, e também ainfluéncia das adaptactes

ao treino ao longo da vida sobre as respostas ao exercicio agudo.
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3.1 POPULACAO EM ESTUDO

A amostra utilizada neste estudo foi composta por atletas master de nivel nacional e

internacional de trés modalidades desportivas:. atletismo, natagdo e judo.

Para a proposta desta tese, os atletas master foram definidos como individuos acima dos
40 anos, que participaram de desporto competitivo e mantiveram-se condicionados por mais de
20 anos de treino ao longo da vida. N&o foram incluidos atletas que esporadicamente treinam
ou competem, ou competidores mais velhos que tenham recomegado seu treino fisico apos

longos periodos de inatividade fisica.

Foram, portanto, avaliados 20 atletas master (homens, N = 17; mulheres, N = 3)
engaj ados nos desportos de atletismo, judo e natagao residentes na cidade de Coimbra, Portugal.
Um histérico desportivo através de um inquérito auto-reportado foi feito para cada participante
informativo em relagdo a historia dos atletas ao longo da vida relativamente a treinos, a
frequéncia e a duragdo aproximada das sessbes, a modalidade praticada por cada atleta e
também garantiu o principal critério de inclusdo no estudo, mais de 20 anos de treino ao longo

davida

Foram utilizados dois grupos controlo, incluindo participantes que nunca tenham
participado de treino fisico regular e competitivo ao longo da vida ou pelo menos nos ultimos
20 anos. Do primeiro grupo fizeram parte 10 pessoas (homens, N = 6; mulheres, N = 4) que
nunca praticaram treino fisico regular. O segundo grupo tem na sua constituicdo 8 adultos-
jovens (homens, N = 5; mulheres, N = 3) (Tabela 3.1). A inclusdo dos individuos no grupo
controlo obedeceu os requisitos de género, nivel socioecondmico e morada de habitacdo
similares a0 grupo de atletas. Além disso os participantes ndo podiam apresentar doenca
inflamatéria cronica ou doenca incapacitante, investigada por question&rio proprio. Os
participantes foram informados inteiramente sobre a participagéo no estudo e os procedimentos
envolvidos, antes de fornecer consentimento informado por escrito conforme aprovagéo no

Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias do Desporto da Universidade de Coimbra.
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Tabela 3.1. Caracteristicas dos participantes

Adultos-jovens Adultos Atletas master
(N=8) (N=10) (N=20)

|dade (anos) 31.8 + 3.00* 54.2 + 5.9 53.1+8.8
Estatura (cm) 173.4+9.16 168.6 + 8.5 170.7 + 5.3
Peso corporal (kg) 65.2 +11.2 705+ 12.9 749+ 151
IMC (kg.m?) 21.8+2.0 24.3+3.2 25.1+4.6
V Oimax (L.Min™) 3142.8+ 732.8 2076.0 + 355.5+ 2916.5 + 661.1
V Ojnex (Ml.kg.min) 46.82 + 6.05 29.29 + 4.14* 40.33+11.15

Valores sdo Média + Desvio Padr&o (SD). Distribui¢do de género e tamanho da amostra = Adultos-Jovens (N= 3
mulheres, 6 homens); Adultos (N = 4 mulheres, 6 homens); Atletas master (N = 3 mulheres, 17 homens).
Abreviaturas: IMC = Indice de Massa Corporal; VO, = Consumo Méaximo de Oxigénio.

3.2PROTOCOLO DE TESTE

Como o objetivo destatese esta centrado narepercussao do treino ao longo da vida sobre
a imunosenescéncia e inflamagdo em atletas master, iniciamos a descri¢éo dos protocolos de
teste pela abordagem da metodologia relativa ao historico desportivo dos atletas ao longo da
vida. Em seguida, apresentamos os testes protocolares utilizados para a andlise das variaveis
fisiologicas. A utilizacdo deste procedimento também permitiu a obtencdo dos espécimes
organicos utilizados para os procedimentos bioquimicos, hormonais e imunolégicos. Seréo
igualmente apresentados os principais procedimentos adotados em analise laboratorial dos
parametros bioquimicos, hormonais e imunol égicos, referindo os procedimentos adequados a
recolha e manipulacdo do material bioldgico, bem como a especificagdo do equipamento
utilizado.

3.2.1 Histérico desportivo

Todos os participantes preencheram um questiondrio de triagem de salide e responderam
a uma entrevista semiestruturada que incluia perguntas relacionadas com os critérios de

inclusdo / exclus&o no estudo (Anexo 1).
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Os atletas master responderam a um questionario sobre o historico desportivo ao longo
davida. O questionario é um relato auto-reportado relativamente ao inicio da vida atlética, das
modalidades praticadas e a duragdo dedicada para cada categoria, inclusivamente o ano de
inicio e término, as horas por semana e 0s meses por ano no desporto mencionado e ainda 0s

episddios de lesdo (Anexo 2).

Um segundo questiondrio em relagcdo ao planeamento da época de treino, incluindo o
desenvolvimento das atividades, nomeadamente: tipo de atividade, categoria, horas/semana, a
classificacdo da intensidade do esforgo (fécil, moderado, intenso ou muito intenso), as
competiches pelas quais o atleta participou e os resultados obtidos nestas provas foi também

aplicado (Anexo 2).

3.2.2 Desenho experimental

Um estudo transversal comparando os parametros hematol égicos, inflamatorios e os
nivels de citocinas foi realizado mediante as recolhas obtidas na primeira visita dos
participantes ao laboratério e com os dados obtidos em repouso. Um dos objetivos essenciais
deste estudo foi avaliar o efeito do treino ao longo da vida e do envelhecimento, ou ainteragcéo
entre eles sobre o comportamento de diversos marcadores bioldgicos. Com o objetivo de
eliminar efeitos residuais do treino, as recolhas foram realizadas respeitando no minimo 72
horas de recuperacdo da Ultima sessdo de exercicio. Os participantes chegaram no laboratério
as 09:00 e descansaram durante 10 minutos. Durante esse periodo, os participantes foram
orientados relativamente a todos os procedimentos que seriam realizados no dia do teste.
Primeiramente foi efetuada uma recolha de sangue. Em seguida, foi feita a avaliacéo
antropomeétrica. Apds, um protocolo de esforco méximo em cicloergdbmetro foi realizado.
Novas colheitas de sangue foram feitas apos 10 minutos e 1h apés o fina do teste. Todos os
procedimentos foram realizados no inicio da época desportiva dos atletas (Figura 3.1). Nove
atletas foram convidados a retornar ao laborat6rio num segundo momento, o qual deveria
corresponder ao periodo final da sua épocadetreino ou a1 semanaapos aprincipal competicao
gue haviam participado no final datemporada. Esses dados foram analisados para o Estudo 4

gue objetivou investigar uma época de treino dos atletas.
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Figura 3.1. Desenho experimental.

3.2.3 Composicao cor por al

A estatura e a massa corpora de cada participante foram determinadas utilizando um
estadiometro Har penden, modelo 98,603 (Holtain Limited) e uma balanca digital Seca modelo
770 (Seca), respetivamente. Em seguida, os sujeitos foram avaliados no equipamento BodPod,
0 que permitiu a determinagdo da percentagem de gordura (%G) e da massa livre de gordura
(MLG) dos participantes, seguindo os procedimentos indicados pel o fabricante. As medidas de
peso e estatura foram posteriormente utilizadas para o célculo do Indice de Massa Corporal
(IMC).

3.2.4 Determinagdo do VO,

Umavez obtidas as medidas de repouso, 0s sujeitos realizaram um protocolo de esforgo
maximo em cicloergdmetro. O objetivo deste teste foi obter as respostas agudas de marcadores
bioquimicos e imunol dgicos e comparé-las com as dos individuos sedentarios que realizaram
0os mesmos procedimentos. O teste foi realizado em cicloergbmetro (Lode, Groningen,
Holanda), considerado como o ergbmetro mais adaptével a amostra em estudo, independente
da modalidade desportiva praticada. Nosso objetivo era uma padronizacéo dos resultados e a
tomada de medidas agudas sem a necessidade de que o teste fosse 0 mais especifico possivel
para a modalidade desportiva praticada pelo atleta. As perdas no VO, obtido ndo seriam

relevantes para 0s parametros que queriamos analisar.
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Ao iniciar o teste, medicoes de O, e CO, de respiragdo-a-respiragao foram registados
continuamente (Quark TCP Cosmed, COSMED, Roma, Itdlia). Os sujeitos respiraram de forma
continua através de uma maéscara facial. Os analisadores de O, e CO, foram calibrados com
gases conhecidos, de acordo com as orientagdes do fabricante (5 5%CO,, 16%0,, BAL N2
UN1956, 560 litros, 2200 psig, 70°F (21°c), Cosmed, COSMED, Roma, Itdlia). Uma seringa
de 3 litros foi usada para calibrar o sensor de volume antes do inicio do protocolo do teste. Os
participantes comegaram o teste com uma carga de 75 watts para uma fase de aguecimento,
seguido por incrementos de 25 watts por estdgio de 3min até que o0 sujeito ndo pudesse
continuar, apesar do forte encorajamento verbal. Os sujeitos pedalaram a uma cadéncia

constante entre 80 e 85 rpm.

Paraassegurar que o VO,,.,, fosse alcangado com amelhor precisdo possivel, os sujeitos
tinham de cumprir, pelo menos, dois dos seguintes critérios: (1) atingir a frequéncia cardiaca
maxima (FC,,,) maior do que a FC maxima para idade prevista (208 menos 0,7 * idade), (2)
uma razdo de troca respiratéria > 1.15 e (3) um plateau no VO,, apesar do aumento da carga
imposta. Devido a razdes de seguranca o teste foi interrompido quando foi observado um
aumento no VO,, sem aumentos da FC (McArdle, Katch & Katch, 2014; Tanaka, Monahan &
Seals, 2001). Todos os participantes redlizaram o teste com acompanhamento de

eletrocardiograma (ECG).

Durante o teste, a frequéncia cardiaca foi monitorizada minuto-a-minuto por telemetria
de ondas curtas (COSMED, COSMED, Roma, Itdlid). A frequéncia cardiaca méxima (FC,,,)
foi obtida pelo maior valor assumido da FC no ultimo patamar do teste. I mediatamente apds o
final do teste de esforgo, foi colhida uma micro amostra sanguinea da polpa do dedo com o
objetivo de avaliar aconcentracdo de lactato (Lac,,,). A medi¢do daconcentracdo de lactato foi

realizada através do analisador portétil Lactate Pro (R), conforme indicagdes do fabricante.

No final de cada patamar do teste, os atletas foram convidados aidentificar numatabela
fixada em frente a bicicleta o esforgo percecionado através da utilizagcdo da escala Cr10 de Borg
(Minganti, Ferragina, Demarie, et al., 2011). A Percecéo Subjetiva de Esforgo (RPE) do teste

foi adotada como o maior valor, numa escala de 0 a 10, obtido no ultimo patamar do teste.
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3.2.5 Recolha sanguinea e hemograma

As amostras de sangue venoso (16 ml) foram obtidas da veia antecubital por pungéo
venosa e coletadas nos momentos pré-exercicio (Pre), dentro de 10 min pds-exercicio (Post) e
1 h pés-exercicio (1h). O sangue foi armazenado em 3 tubos contendo EDTA e num tubo para
soro. Os tubos de EDTA foram utilizados para 0 hemograma, separacdo do plasma e para 0s

procedimentos de citometria de fluxo e sorting celular.

Para a realizagdo do hemograma foi utilizado o aparelho “Coulter counter Analyzer”,
gue utilizaum método automético para determinar as quantidades e percentagens dos diferentes
constituintes hematoldgicos (Beckman Coulter, Inc., Miami, Florida). De interesse, foram
determinados leucdocitos (WBC), eritrocitos (gldbulos vermelhos, RBC), granuldcitos,
linfocitos, mondcitos, plaquetas, volume médio de plaguetas (MPV), hemoglobina (Hb),
volume corpuscular médio (VCM), concentracéo de hemoglobina corpuscular média (CHCM),
hematécrito (Ht) e hemoglobina corpuscular média (HCM). Todas as contagens de células
sanguineas foram corrigidas para as variagfes de volume de plasma (Dill & Costill, 1974). As
mudancas no volume plasmético foram estimadas a partir de mudangas no contetido de
hemoglobina e hematécrito das amostras de sangue total nos tubos de EDTA imediatamente
apos a coleta da amostra. A concentragdo de hemoglobina e do hematdcrito do sangue total
foram usadas para calcular as variagdes de volume plasmatico em relagdo ao Pre (Dill & Cotill,
1974). As amostras de sangue de 2 tubos de EDTA e do tubo do soro foram centrifugadas a
4°C durante 10 minutos a 2000 rpm. Apos centrifugagdo, o plasma e o soro foram armazenados
a-80°C até serem utilizados para os ensaios das concentracfes de citocinas e da concentracdo

de proteina C-reativa, respetivamente.

3.3 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE CITOCINAS PLASMATICAS

OsniveisplasméticosdelL-1ra, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a, foram determinados
por ELISA usando conjunto Enzyme-Linked |mmunosorbent Assay (ELISA) (Quantikine, R
& D Systems, Minneapolis, MN, EUA) seguindo as instrugdes do fabricante. Os niveis da

proteina C-reativa no soro foram determinados utilizando o analisador Horiba Medical Pentra
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C200 (Kyoto, Japdo) seguindo as instructes do fabricante. O limite minimo de detegdo para
todas as citocinas e o coeficiente de variagcdo médio paraaanalise em duplicado estéo descritos
na Tabela 3.2.

Tabela 3.2. Valores correspondentes ao limite minimo de detecéo e o coeficiente de variagdo
médio para andlise em duplicado das citocinas IL-1ra, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a

medidos no plasma.

o Limite minimo Coeficiente de variacéo
Citocina (pg/mL) (%)
IL-1ra 4.10 3.29
IL-1B 1.33 171
IL-6 3.01 4,59
IL-8 1.40 5.01
IL-10 0.43 4.39
TNF-a 4.86 2.65

3.4 CITOMETRIA DE FLUXO

Os estudos de imunofenotipagem no sangue periférico foram realizados utilizando um
conjunto de oito anticorpos monoclonais conjugados com diferentes fluorocromos, sendo as
amostras adquiridas no citbmetro FACS Canto |1 (BD Bioscience, San Jose, CA, EUA). Em
200 pl de sangue periférico foram adicionados os seguintes anticorpos monoclonais (mAB)
conjugados com os fluorocromos (definidos entre parénteses): 1.5 ul de CD3-PB (Pacific azul,
clone UCHT1, Pharmingen, San Diego, CA EUA), 2.5 ul de CD4-APC-H7 (aoficocianina-
hilite 7 , Clone 13B8.2, Beckman Coulter, Miami, FL, EUA), 2.5 ul de CD8-KO (Krome
Orange, Clone 5MZ.332, Beckman Coulter, Miami, FL, USA), 10 ul de CD25-PE (ficoeritrina,
clone 2A3, BD Bioscience, San Jose, CA, EUA), 10 ul de CD127-FITC (isotiocianato de
fluoresceina anti-humano, clone R.34.34, Beckman Coulter), 2.5 ul de CD27-PECy5
(ficoeritrina-cianina 5, clone R.8.01, Beckman Coulter), 2.5 ul de CD45RA-PECy7
(ficoeritrina-cianina 7, clone L48, BD Bioscience) e 1.5 ul de KLRG1-APC (aloficocianina,
Clone 2F1 / KLRGL1, BioL egend, San Diego, CA).
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Apos a adicdo dos anticorpos monoclonais procedeu-se a incubagdo durante 10 min a
temperatura ambiente no escuro. Depois disso, 2 ml de solucgéo de lise FACS (BD Biosciences)
foi adicionada. As célulasforam novamente incubadas a temperatura ambiente durante mais 10
min e, em seguida, lavou-se com 2 ml de PBS. Os tubos foram entéo centrifugados a 540 g
durante 5 min e o sobrenadante foi descartado. As células foram ressuspensas em 0,5 ml de
PBS e adquiridas imediatamente no citometro de fluxo FACS Canto |11 (BD).

Procedeu-se a aquisicdo de cerca de 1.000.000 eventos. A populacdo de linfdcitos foi
definida com base na sua baixa granularidade (side scatter) e seu pequeno tamanho (foward
scatter) (Figura3.2a). Oslinfocitos T foram identificados de acordo com sua positividade para
CD3 (Figura3.2b). Ascélulas T CD4" e T CD8" foram definidas com base na sua positividade
para CD4" e CD8", respetivamente (Figura 3.2c). Cada subpopulacdo de células T CD4* e T
CD8" foi divida em naive (CD27'/CD45RA"), meméria-central (CM; CD27°/CD45RA"),
memoria-efetora (EM; CD27/CD45RA") e efetoras-terminais (EMRA; CD27/CD45RA™). As
cdlulas T CD8" ainda foram subdivididas em mais uma populagdo, SLEC (CD27"*,
CD45RA™) (Figura 3.2d). As Tregs foram definidas com base no seguinte fendtipo:
CD4'CD25™9"CD127%™ (Figura 3.2c). Todas essas subpopulagdes foram analisadas para a
proporcao de células senescentes com base na expressao de KLRG1'. A Figura 3.2 mostraum
modelo esquemético da estratégia utilizada para definir as diferentes populacfes de células
estudadas. As contagens absolutas das células de interesse foram calculadas utilizando uma
metodol ogia de plataforma dupla (citometria de fluxo e analisador de células hematol égicas -
Beckman Coulter LH 750, Miami, EUA). A analise dos dadosfoi realizadano software Infinicyt
versao 1.7 (Cytognos, Salamanca, Espanha).
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3.4.1 Procedimento de separ acéo celular

As populacles de células T CD4" e T CD8" e Tregs foram purificados por FACS,
utilizando um cell sorter FACSAriall (BD), de acordo com o seu fendtipo tipico. Assim, uma
combinacdo de 7 cores de mAB conjugados com os fluorocromos (descritos entre parénteses)
foi utilizada: 1.5 pl de CD3-PB (Pacific azul, clone UCHT1, Pharmingen, San Diego, CA
EUA), 2.5 ul de CD4-APC (aoficocianina, Clone 13B8.2, Beckman Coulter, Miami, FL,
EUA), 2.5 ul de CD8-KO (Krome Orange, Clone 5MZ.332, Beckman Coulter, Miami, FL,
USA), 10 ul de CD25-PE (ficoeritrina, clone 2A3, BD Bioscience, San Jose, CA, EUA), 10 ul
de CD127-FITC (isotiocianato de fluoresceina anti-humano, clone R.34.34, Beckman Coulter),
2.5 ul de CD27-PECy5 (ficoeritrina-cianina 5, clone R.8.01, Beckman Coulter), CD45RA-
PECy7 (ficoeritrina-cianina 7, clone L48, BD Bioscience). Esta marcacdo permitiu a
identificacdo de células T CD4* (CD4'CD3'CD8); células T CD8" (células CD3"'CD4CD8) e
Tregs (que sio CD25™M"CD127%™). Ainda foram purificadas as células naive
(CD27'/CD45RA"), memoria-central (CD27°/CD45RA"), memoéria-efetora (CD27/CD45RA")
e efetoras-terminais (CD27/CD45RA") de cada populacéo de células T CD4" e T CD8'. Nas

popul acdes de células purificadas procedeu-se a extracdo de mRNA.

3.5 EXPRESSAO GENICA DOS MEDIADORES DA RESPOSTA IMUNE

3.5.1 Extracdo de mRNA das células purificadas

O contetdo de células purificadas foi transferido para um tubo Eppendorf de 1,5 ml e
centrifugado durante 5 min a 300 g e o sedimento foi ressuspendido em 350 uL de tampéo de
lisede RLT (Qiagen, Hilden, Alemanha).

Anteriormente, a analise dos niveis de expressdo génica do gene em estudo, 0 RNA
necessita de ser transcrito em DNA complementar (cDNA), usando-se para tal, uma
transcriptase reversa. No caso, da transcrigdo reversa do mRNA total (extraido das células
purificadas), foi usado o kit SuperScript® Il (Invitrogen™).
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Para formagdo do cDNA foi utilizado o método gRT-PCR SYBR® verde que utilizao
fluorocromo SYBR® verde o qual liga-se ao produto de amplificacdo, entre as cadeias duplas
de DNA, e emite fluorescéncia proporciona ao produto de amplificac&o por reacéo em cadeia
com polimerase (PCR). Isso permite acompanhar a cinética e eficiéncia do processo de

amplificagéo.

A mistura de reacdo contém 5 ul de 2x Quantitect ™ SYBR® Verde PCR Master Mix
(DNA polimerase HotStar®, tampdo Quantitect ™ SYBR® Verde PCR, mistura dNTP,
SYBR® Verde| e égualivre de RNase) 1 ul de 10x primer geNorm ™ e 2 ul de agualivre de
RNase, por reacdo. A misturade reagdo (8ul) foi transferida para uma placa de 96 pogose 2 ul
do template de cDNA foi adicionado, fazendo um volume final de 10 ul. A placa foi entéo
selada, misturada por voértice e centrifugada a 2000xg durante 1 min antes de ser incubada no
LightCycler® 480 (Roche). A incubagdo correu de acordo com a tabela 3.3. A quantificacéo
relativa da expressdo do gene em tempo real por PCR foi realizada no LightCycler 480 11
(Roche Diagnostics, Rotkreuz, Suica).

Tabela 3.3: Programa de incubagdo PCR no LightCycler® 480 (Roche).

Temperatura (°C) Tempo (min) Ciclos

Ativacdo enzimética 95 15:00 1
Amplificacdo e Aquisicdo do 9 0:15 50
sind 55 0:30
72 0:30
Curva Melting 95 0:15 1
60 0:15 1
95 Continuo 1
Esfriamento 40 0:30 1

3.5.2.1 Normalizagdo e Genes de referéncia

Para efetuar a andlise dos resultados obtidos por PCR em tempo real foi necessério
encontrar dois genes de referéncia, para se proceder a normalizagéo dos valores obtidos. Sendo
gue, um gene de referéncia é definido como um gene cuja expressao ndo deve diferir entre
amostras, geralmente genes housekeeping. Para escolher os dois genes de referéncia a usar,

utilizaram-se amostras al eatOrias nas reactes com cada um dos 03 genes que poderia ser usado
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como gene de referénciac GAPDH (codifica gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase), CYC1
(codifica Citocromo C-1), SF3A1 (codifica subunidade 1 do fator de splicing 3a) e procedeu-
se arealizagdo das reagdes de PCR em tempo real de acordo com o que esté descrito na secéo
3.5.1. Uma vez terminadas as reagdes, os resultados obtidos foram analisados recorrendo ao
programa geNorm (PrimerDesign), o qual fez a escolha dos dois melhores genes que se
adeguavam ao tipo de amostras usadas no estudo. Conhecidos os dois genes de referéncia para
as amostras de fragOes celulares, realizaram-se as reagoes de PCR em tempo real com 0s
respetivos genes de referéncia. De seguida, foi necessario proceder ao calculo do Fator de
Normalizacdo para cada uma das amostras recorrendo, novamente, ao programa geNorm
(PrimerDesign). Este valor foi, posteriormente, usado para o calculo do valor de expressao
génica normalizada (do inglés, Normalized Gene Expression, NGE). Para 0 estudo da
expressdo génica de 1L-10, FoxP3 e TGF-B nas Tregs os genes de referéncia foram o gene
CYC1 e GAPDH. Estes genes foram selecionados pelo programa geNorm™, a partir de um
pool de 5 genes sujeitos agRT-PCR de 09 amostras de cDNA, entre os controlos e amostras de
teste. Para o estudo da expressdo génicade CCR7 e FASL nascélulas T CD8" naive e efetoras-
terminais os genes de referénciaforam o gene CY C1 e SF3A 1. Estes genes foram selecionados
pelo programa geNorm™, a partir de um pool de 5 genes sujeitos a gRT-PCR de 09 amostras
de cDNA, entre os controlos e amostras de teste. Os resultados para a quantificagéo relativa
foram obtidos usando o método Pfaffl que utiliza os valores de CT (limiar de ciclo), o ciclo

correspondendo ao primeiro momento da amplificacéo detetado, em cada amostra (Figura 3.3).

Figure 3.3;: Modelo genérico dos
resultados do plot gRT-PCR.

O valor de CT, utilizado no método Pfaffl
€ determinado pelo ciclo de amplificacéo
em que o sinal do produto de amplificacéo
cruza alinha de limiar. Quanto mais cedo
o valor CT, maior é a expressdo genética.
Se o sinal de amplificagdo néo cruzar o
limiar, a amostra é considerada negativa.

(Http://www.ncbi.nim.gov/probe/docs/tec
hqgpcr/)
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3.6 DETERMINACAO DA IGA, CORTISOL E TESTOSTERONA SALIVARES

3.6.1 Procedimentos adotados na recolha e processamento para andlise laboratorial da
saliva

Na primeira visita ao laboratério, ou quando necessario, por telefone ou e-mail, os
elementos da amostra foram informados dos procedimentos a adotar na recolhade salivae que

cumprem o determinado pelo fabricante dos kits de andlise salivares (Salimetrics, USA).

1. Na&o ter ingerido o pequeno-almocgo 1 hora antes da recolha

2. Evitar consumir dcool nas 24 horas antes da recolha

3. Né&o ingerir alimentos, mastigar pastilhas el asticas ou rebucados no periodo de 30 — 45
minutos que antecedem arecolha

4. N&o lavar os dentes com pasta dentifrica 2 horas antes da recolha, sendo apenas
permitido bochechar a boca com &gua 10 minutos antes da recolha

5. Cada individuo permaneceu sentado durante o processo de recolha da saliva. Foi
recolhida toda a quantidade possivel de saliva produzida passivamente em recipiente
apropriado, durante 2 minutos. Esgotado o tempo de recolha o recipiente é fechado e
colocado sob refrigeracéo.

6. Posteriormente, a quantidade de saliva é centrifugada e distribuida por dois tubos

Eppendorf antes de ser congelada a -20°C, para andlise posterior.

3.6.1.1 Procedimentos na determinagéo da IgA, cortisol e testosterona salivares

A determinagdo dos parametros salivares (IgA, cortisol e testosterona) foi realizada
através datécnicade ELISA. O método utilizado para a determinagdo do cortisol e testosterona
sdivares foi uma ELISA competitiva (Salimetrics, USA) sendo seguidos todos os
procedimentos sugeridos pelo fabricante. Resumidamente, as amostras de saliva foram
descongeladas a temperatura ambiente e centrifugadas (3000rpm) antes da redlizacdo dos
diferentes ensaios. Uma placa de 96 pocos foi coberta com anticorpos especificos ao ligando

(cortisol ou testosterona). Standards e amostras competem com a peroxidase pelas ligagdes ao
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anticorpo. Apés a incubagdo os componentes ndo ligados sdo lavados. O complexo ligando-
peroxidase € entdo medido pela reacdo da peroxidase com o substrato tetrametilbezidina
(TMB). Essareacdo produz coloragdo azul. Apos é adicionado uma solucgéo de &cido sulfdrico,
com nome de “stop” a qual interrompe qualquer futura reacdo, tornando a coloragéo amarela
A densidade o6ptica foi medida num espectrofotometro leitor de ELISA a 450 nm (Tecan
sunrise, Austria). O calculo das concentracdes de cortisol (ug/dL) e de testosterona (pg/mL) das
amostras foi feito por interpolacdo dos valores das respetivas densidades 6ticas das amostras
com a concentragdo conhecida dos standards de cada hormona. A concentragéo de IgA (mg/L)

foi determinada por um imunoensaio enzimético de competicdo indireta (Salimetrics, USA).

3.7 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi feita com recurso a utilizagdo dos softwares SPSS para Mac

versao 24.0 e GraphPad Prism para Windows verséo 5.0.

Asvariaveis do estudo foram expressas descritivamente pela média e desvio padréo, ou
pela média e o erro padrdo da média quando for necess&rio. A andlise de normalidade da
distribuicdo foi redizada através do teste Kolmogorov-Smirnov. Dados ndo distribuidos
normalmente foram analisados através de instrumentos ndo paramétricos. Para a andlise
comparativa do comportamento das varidveis nos diferentes momentos realizados, utilizamos
o teste ANOVA de medidas repetidas (distribuicdo normal) ou o teste de Friedman para
medi das repetidas (ndo-paramétrico). Sempre gque obtida significancia estatistica para os testes
de ANOVA ou Friedman foram analisados adicionalmente a corregdo de Bonferroni o teste de
Dunn para comparagdes mulltiplas, respectivamente, para determinar os momentos de alteracdo
significante nos resultados das variaveis do estudo. Para comparacdo entre grupos recorreu-se
aos testes t de Sudent (dados ndo-pareados) ou Kruskal-Wallis (ndo-paramétrico).
Considerando o tamanho da amostra do grupo feminino de atletas (N = 3) e também pela
homogenei dade dos parémetros, o grupo de masters foi analisado na sua totalidade e nenhuma

comparacao entre géneros foi feita, inclusivamente para os grupos control 0.

A exploragdo de provaveis associagdes no comportamento entre variaveis foi realizada

através do teste de Pearson, quando a normalidade estivesse garantida, ou através do teste de
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Soearman (ndo-paramétrico), com a exigéncia do mesmo nivel de significancia. Pararelatar a
forca daintervencdo do exercicio ou a magnitude do efeito da condicdo (masters vs. controlo)
o tamanho do efeito de Cohen (ES) foi calculado e foi categorizada pela convencgédo: d = 0.2
pequeno efeito; d = 0.5 efeito médio; d = 0.8 ou mais, grande efeito, utilizando G * Power
Versao 3.1.9.2. Em todos os testes estatisticos realizados foi exigido um grau de significancia
de P<0.05.

Os resultados descritivos do model o multinivel sdo apresentados como médias + desvio
padrédo (DP). A distribuicdo Gaussiana para cada parametro foi avaliada por um teste de
Shapiro-Wilk. O nivel dfafoi gustado em 0.05. Para as andlises de mudanca, considerando o
planeamento multinivel do estudo [unidades de nivel 1 (intra-individual) dentro de cada
unidade de nivel 2 (individuos de diferentes grupos)], foram construidos model os hierarquicos
de efeitos a eatdrios (REM) usando uma abordagem de model agem multinivel (MLwiN v2.26,
Center for Multilevel Modeling, Universidade de Bristol, Bristol, Reino Unido) (Baxter-Jones,
Mirwald, McKay, et al., 2003).

Modelos de andlise que continham varidveis medidas em diferentes niveis de uma
hierarquia sdo0 conhecidos como modelos de regressdo multinivel. O seguinte modelo
multinivel polinomial aditivo foi adotado para descrever as mudangas em resposta a um

protocolo de esfor¢co méaximo:

Vi=(a+p) +(B+V) X+ @y +22++20) T &

Esta equacéo € um exemplo de REM no qual os coeficientes de regressdo de nivel 1 sdo
tratados como variaveis aleatérias no nivel 2. Neste exemplo, os minutos de inicio (X) estéo nas
partes fixa e aleatdria do modelo. Isto é visto claramente quando a equagdo 1 € rearranjada em

partes fixas e aleatdrias:
Vi = (o + 6 %) + (Zo + 2o + -+ Zup) + (1 + VX + &)
ondey é a%Total Ly, %Tota LyT, %LyT, %Tota CD4*, %CD4", %Tota CD8" e %CD8";

naive, memoria-central (CM), memdria-efetora (EM) e efetoras-terminais (EMRA) das células

T CD4" (%CD4); naive, memoéria-central (CM), memoria-efetora (EM) e efetoras-terminais
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(EMRA) das células T CD8 (%CD8); LyT/KLRG1', %CD4"/KLRG1,
%CD4"/naive/lKLRG1", %CD4'/CM/KLRG1", %CD4'/EM/KLRG1" e
%CD4'/EMRA/KLRG1" naocasido damedico i no j™ individuo, o é a constante para cada j"
individuo, 8; x; €ainclinac&o para os parametros dependentes ao longo do tempo (isto €, minuto
de medida) para j™ individuo; e z, a z, foram os coeficientes das variaveis explicativas (por
exemplo, idade, sexo, VO,,, €tc.) na ocasido da avaliagdo i no j™ individuo. Estes foram os
parametros fixos no modelo.

Ambos u;, vX; e g; formaram os parémetros al eatorios no modelo. Elesforam assumidos
como independentes e seguem uma distribui¢do normal, com médias iguais a zero e varidncia
o’. g~N[O,var(g;)] foi o nivel residual 1 (variagdo intra-individual) para a i"™ avaliacdo de
%Total Ly, %Total LyT, %LyT, %Total CD4", %CD4", %Total CD8" ou %CD8"; das células
T CD4" (%CD4) naive, memoéria-central (CM), memoria-efetora (EM) ou efetoras-terminais
(EMRA); das células T CD8" (%CD8) naive, memoria-central (CM), memoéria-efetora (EM)
ou efetorasterminais (EMRA); LyT/KLRGL', %CD4"/KLRGL1", %CD4"/naive/lKLRG1",
%CD4'/CM/KLRG1*, %CD4'/EM/KLRG1" ou %CD4'/EMRA/KLRG1" no j" individuo.
Além disso, u,~N[0,var(u)] foi avarianciadeinterceptos entreindividuos e »x,~N[0,var(v;x;)]
foi avariancia de slopes entre individuos; Sendo assim utilizadas como variancias de residuos
de nivel 2 (entre sujeitos) parao j™ individuo. A equagdo pxviX~N[O,var (ux v;x;)] explicou as
relacbes de covariancia entre as interceptos e slopes no modelo (Jackowski, Baxter-Jones,
Gruodyte-Raciene, et al., 2015; Baxter-Jones, Mirwald, McKay, et al., 2003).

Modelos foram construidos usando um procedimento stepwise, ou segja, variaveis
preditoras (efeitos fixos z) foram adicionados uma de cada vez, e as estatisticas de razéo de
verossimilhanca foram usadas para julgar 0 gjuste estatistico do modelo (Baxter-Jones,
Mirwald, McKay, et al., 2003). Asvariaveis preditoras (z) foram aceitas como significativas se
o coeficiente médio estimado fosse maior do que o dobro do erro padrdo da estimativa. Se 0
critério de retencdo ndo fosse cumprido, avariavel preditorafoi descartada. Fungdes de poténcia
do minuto de medida foram introduzidas nos model os lineares para permitir a ndo-linearidade
de mudancas nos pardmetros dependentes. As varidveis a seguir foram introduzidas como
preditoras nos modelos multinivel: minuto de medida, minuto de medida?, idade, estatura,
massa corporal e VO,,,,. Foram criadas variaveis dummy paragrupos de sexo etreino (amostra)
com participantes do sexo feminino e control os como categorias de referéncia, respectivamente.

Um total de vinte oito independentes REMs multiniveis foram construidos.
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Resultados

Capitulo 4
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4. ESTUDO 1: TREINO AO LONGO DA VIDA EM ATLETAS MASTER: APTIDAO
FUNCIONAL, VARIAVEISHEMATOLOGICASE BALANCO INFLAMATORIO DE
CITOCINAS.

Resumo:
Objetivo: o objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos do envelhecimento e do treino
ao longo da vida no VO,,,,, parametros hematol 6gicos bésicos e balango de citocinas pro e

anti-inflamatérias e na sua resposta a uma sessao de exercicio agudo.

M étodos: os participantes (n = 39) foram divididos em 3 grupos: adultos-jovens (AJ; n = 9),
adultos (A; n = 10) e atletas master (AM; n = 20). Os grupos AJ e A ndo estavam envolvidos
em qualquer prética sistemética de exercicio, enquanto os atletas master tinham um minimo de
20 anos de envolvimento no desporto de competicdo. Todos os individuos realizaram um teste
progressivo maximo em cicloergdmetro. As amostras de sangue foram obtidas antes (Pre), em

10 min pés-exercicio (Post) e 1 h pds-exercicio (1h).

Resultados: os valores do consumo maximo de oxigénio (VO,,,) foram semelhantes para
atletas master e grupo AJ, ambos apresentando valores mais elevados quando comparados com
0 grupo A. O grupo de atletas master apresentou as concentragoes das citocinas IL-1ra, I1L-1B
e IL-8 mais elevadas em todos os momentos. Os valores mais elevados da citocina anti-
inflamat6ria IL-10 foram observados para o grupo AJ com o grupo A mostrando os valores
mais baixos. A IL-1B aumentou apos 0 exercicio apenas no grupo AJ. No entanto, as citocinas
pro-inflamatodrias IL-1 B e IL-6 diminuiram durante a recuperacéo (1h) no grupo de atletas
master enquanto a IL-8 diminuiu em todos os grupos (1h). O récio TNF-o/IL-10 foi mais
elevada em todos os pontos de tempo medidos para o grupo de adultos, quando comparado com

0s grupos de atletas master e adultos-jovens.

Conclusao: O treino ao longo davida ajudaamanter o equilibrio de citocinas pré-inflamatérias

e anti-inflamatdrios, com niveis de |L-10 proximos aos encontrados em adultos-jovens.

Palavras-chave: Inflamac&o, treino ao longo da vida, envelhecimento, consumo maximo de

oxigénio, fator de necrose tumoral-afa, interleucina-10.
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4.1 INTRODUCAO

A criacdo de um estado pro-inflamatorio prolongado chamado "inflammaging” conduz
ainflamagdo em varios tecidos e 6rgdos em idosos. A sinalizagdo intracelular que caracterizaa
inflamag&o é controlada por reguladores moleculares extracelulares, incluindo os membros da
familia de citocinas que medeiam o recrutamento das célulasimunes e o controlo de complexos
de sinalizagéo intracelular que caracterizam os mecanismos da inflamagéo (Turner, Nedjai,
Hurst, et al., 2014). Assim, o envelhecimento resulta numa inflamagéo crénica de baixo grau,
gue é definida por um aumento de duas a quatro vezes em mediadores pré-inflamatorios, tais
como TNF-a, IL-6, IL-13, o IFN-y eaumento do nimero de célul as brancas do sangue (Woods,
Wilund, Martin, et al., 2012).

O exercicio fisico exerce um potente efeito anti-inflamatorio (Gleeson, Bishop, Stensdl,
et al., 2011), sugerindo que o exercicio, por si sO pode ser uma contramedida eficiente para
prevenir ou retardar o aparecimento de algumas doencgas cronicas associadas a este estado
inflamatorio de baixo grau (Simpson, Lowder, Spielmann, et al., 2012). Geramente, uma Unica
sessdo de exercicio induz uma resposta inflamatéria que € semelhante & induzida por infegdo
ou trauma. No entanto, cléssicas citocinas pré-inflamatérias como TNF-a e IL-13, em gerdl,
ndo aumentam com o exercicio (Reihmane, Jurka, Tretjakovs, et al., 2013; Steensberg, Fischer,
Keller, et al., 2003), indicando que a cascata de citocinas induzida por exercicio difere
claramente da cascata de citocinasinduzida por infeces. Além disso, 0 aumento transitorio nos
niveis de IL-6 na circulacdo durante o exercicio parece ser responsavel por um aumento nos
nivels de citocinas anti-inflamatérias, nomeadamente, IL-10 e IL-1ra que estimulam a
libertagdo de cortisol e diminuem o TNF-a ap0s o exercicio. A IL-1ra € uma citocina anti-
inflamatéria que é secretada primeiramente por monacitos e macrofagos e inibe as acbes pré-
inflamatorias de IL-1f3. A IL-10 esta envolvida na regulagdo negativa da resposta imune
adaptativa e na reducéo dos danos teciduais induzidos por inflamagéo. Assim, a resposta de
citocinas ao exercicio pode ser um de varios mecanismos anti-inflamatérios que podem ajudar

0 exercicio aneutralizar o processo de envelhecimento (Gleeson, Bishop, Stensdl, et al., 2011).

Ha estudos muito limitados que mostram que o treino de longo prazo reduz ainflamagéo
cronica (Beavers, Hsu, Isom, et al., 2010). A literatura publicada sobre o treino e

envel hecimento € geralmente associada a programas de exercicio ou de treino de curta duragéo,
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8-12 semanas (Della Gatta, Garnham, Peake, et al., 2014; Rodriguez-Miguelez, Fernandez-
Gonzalo, Almar, et al., 2014), 16 a 32 semanas (Beavers, Ambrosius, Nicklas, et al., 2013;
Martins, Neves, Coelho-Silva, et al., 2010) e 1 ano (Beavers, Hsu, Isom, et al., 2010).

Neste contexto, atletas master com uma pratica ao longo da vida de treino regular sdo
um grupo interessante que poderia ser usado como um modelo Unico para estudar o
envelhecimento no contexto do treino otimizado sobre o envelhecimento ativo e saudavel
(Mikkelsen, Couppé, Karlsen, et al., 2013; Tanaka & Seals, 2008). Por exemplo, os atletas
master mantém seus valores de VO, € hdo seguem o declinio conhecido desta variavel com
aidade (Pollock, Carter, Velloso, et al., 2015). O VO, estarelacionado com a capacidade de
resisténcia e a reducéo do VO, € a principal razéo para o declinio na resisténcia funciona

com o envelhecimento (Rittweger, di Prampero, Maffulli, et al., 2009).

Emborao foco daliteratura sobre atletas master e os efeitos benéficos do exercicio sobre
o envelhecimento esteja crescendo (de Gonzal o-Calvo, Fernandez-Garcia, de Luxan-Delgado,
et al., 2012; Faulkner, Davis, Mendias, et al., 2008; Mikkelsen, Couppé, Karlsen, et al., 2013;
Pollock, Carter, Velloso, et al., 2015; Silva, de Arajjo, Fernandes, et al., 2016), as
consequéncias do treino ao longo da vida sobre o envelhecimento ndo sdo claras, em grande
parte devido a dificuldade em dissociar os efeitos do envelhecimento normal dagueles
provocados por uma pratica de exercicio fisico regular. Além disso, os dados sobre os papéis
das citocinas no envelhecimento sdo contraditorios (de Gonzalo-Calvo, Neitzert, Fernandez, et
al., 2010; Della Gatta, Garnham, Peake, et al., 2014). Alguns sugerem que a resposta
inflamatGria ao exercicio ocasiona aumenta com aidade, enquanto o treino regular pode gudar
anormalizar essaresposta (de Gonzalo-Calvo et a. 2010). No entanto, marcadorestradicionais
do estado pro-inflamatério, como a IL-6, ndo sdo associados com o envelhecimento (Della
Gatta et al. 2014). Portanto, s0 necessarios estudos para clarificar o papel das proteinas

inflamat6rias no envel hecimento, e particularmente no processo de envelhecimento dos atl etas.

O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos do envelhecimento e do treino ao longo
da vida no VO,,,, parametros hematologicos bésicos e balanco de citocinas pré e anti-

inflamatdrias e na sua resposta a um exercicio agudo, onde procurou-se:

— Caracterizar o perfil antropométrico e funcional de atletas master submetidos a treino
ao longo davida e comparar os resultados com individuos que nunca foram submetidos

atreino fisico organizado;

121



— Analisar o comportamento da contagem de céulas do sangue periférico em funcéo de
um teste progressivo maximo em cicloergdmetro.

— Comparar os valores hematologicos de atletas master e controlos nas condi¢Bes
baseline, apds e 1 hora apds a realizacdo de uma sessdo aguda de exercicio em
cicloergébmetro.

— Determinar o balanco de citocinas pré e anti-inflamatérias em funcéo daidade, do treino

e dainteracdo idade-treino.

4.2 DELINEAMENTO DO ESTUDO

4.2.1 Sujeitos

Os participantes (N = 39) foram divididos em 3 grupos: adultos-jovens (designado pela
siglaAJ, N = 9), adultos (designado pelasiglaA, N = 10) e atletas master (designado pelasiga
AM, N = 20). As caracteristicas antropométricas e das variaveis funcionais estéo apresentadas
na Tabela 4.1. Os dados correspondem ao total da amostra de cada grupo, ndo sendo feita a

subdiviséo dos conjuntos de homens e de mulheres.

Tabela 4.1 Caracteristicas dos sujeitos.

Adultos-jovens Adultos Atletas master
|dade (anos) 31.8 + 3.00* 54.2+59 53.1+88
Estatura (cm) 173.4+9.16 168.6 + 8.5 170.7 + 5.3
Peso corporal (kg) 65.2+ 11.2 705+ 129 749+ 15.1
IMC (kg.m?) 21.8+20 243+ 3.2 25.1+ 4.6
Tempo de teste (min) 182+ 7.4 10.3+ 3.5 16.8+ 5.5
LaC e (mmol.L™) 11.2+3.1 92+21 91+21
FCrax (bpm) 187.8 + 4.1* 166.3+ 6.0 166.6 + 8.7
V O (Ml.min'?) 3142.8 + 732.8 2076.0 + 355.5* 2916.5 + 661.1
V O (Ml.kg.min™) 46.82 + 6.05 29.29 + 4.14* 40.33+11.15

Valores sdo Média+ Desvio Padrdo. Adultos-jovens, N = 9; Adultos, N = 10; Atletasmaster, N = 20. Abreviaturas:
IMC, Indice de Massa Corporal. FC,,,= frequéncia cardiaca méxima; Lac,,,= concentracdo maxima de lactato no
sangue; V O,,,,= Consumo maximo de oxigénio.

A metodologia completa para este estudo esta descrita no Capitulo 3. Um modelo

esguematico do desenho experimental esta representado na Figura4.1.
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Figura 4.1 Desenho experimental.

Resumidamente, os participantes chegaram no laboratério as 09:00 damanha sem ter realizado atividade
fisicarigorosa nas 72 horas prévias a visita ao laboratorio. Um repouso de 10 minutos foi realizado por
todos osindividuos paraarecolhade sangue. O sangue venoso em repouso (Pre) foi coletado por puncéo
venosa para dentro de 2 tubos, um tubo que continha EDTA e o outro tubo para soro. Os participantes
realizaram o protocolo de esforco maximo para determinagdes do VO, usando um teste progressivo
em cicloergdmetro de frenagem por friccdo (Lode, Groningen, Holanda). A frequéncia cardiaca foi
monitorada durante todo o teste por telemetria de ondas curtas (Polar RS800CX, Polar, Finlandia).
Novas amostras de sangue foram obtidas a 10 min pés exercicio (Post) e 1 h pés-exercicio (1h).
I mediatamente apds a col heita de sangue foram realizadas as andlises hematol dgicas e da concentrag&o

plasmética de citocinas (Figura 4.1).

4.2.5 Andlise estatistica

Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando SPSS software pacote
estatistico versao 23 para Mac (Chicago, IL, EUA). Pressupostos de homogeneidade foram
verificados. Os efeitos daidade (adultos-sénior vs. adultos-jovens), treino (mastersvs. adultos-
jovens) e a interacdo do treino e idade (masters vs. adultos-sénior) foram testadas usando
ANOVA de duas vias, com testes post hoc Bonferroni. Os efeitos do exercicio ao longo do
tempo (isto &, Pre, Post e 1h) sobre pardmetros hematol 6gicos, contagem de leucdcitos e os
nivels de citocinas foram testados utilizando uma ANOVA de medidas repetidas para dados
distribuidos normalmente ou pelo teste de Friedman para dados que ndo tinham distribuicéo
normal. Efeitos significativos para os testes ANOVA ou Friedman foram analisados ainda
usando correcdo de Bonferroni ou teste de Dunn para comparagdes multiplas para detetar
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diferencas entre o Pre, Post e medidas de 1h entre grupos, respetivamente. A significancia
estatistica foi aceita em P<0.05. Os graficos foram feitos utilizando o programa GraphPad
Prism (versdo 5, GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA). As correlacfes entre o tempo de

teste e citocinas foi avaliada usando o coeficiente de correlacéo de Spearman.

4.4 RESULTADOS

4.4.1 Variaveis hematol6gicas

4.4.1.1 Estudo transversal

N&o foram observadas diferencgas significativas para estatura, peso corpora e IMC entre
osgrupos (Tabela4.1). O grupo de atletas master foi subdividido em 3 subpopulagdes conforme
sua prética desportiva: atletismo (N = 12), judo (N = 3) e natagdo (N = 5). Em todas as
modalidades houve uma semelhanca quanto aos anos de treino realizados, meses por ano e
horas por semana dedicados ao desporto. Esses valores sdo extremamente importantes pois
demonstram a homogeneidade da amostra (Tabela4.2). Em média, os atletas master treinaram
24.6 + 1.83 anos. Em cada ano a média de meses de treino no desporto foi de 10.27 + 0.24
meses, sendo que em cada més, os atletas treinavam aproximadamente 5 horas semanais (5.45
+ 0.42 horas, Tabela 4.2). Os outros grupos (adultos-jovens e adultos) ndo tinham histéria de
treino fisico regular nos ultimos 20 anos. O VO, foi similar nos atletas master e grupo de
adultos-jovens e ambos os grupos apresentaram valores absolutos (Tabela 4.2) e relativos
(Figura 4.2) maiores quando comparados ao grupo de adultos. Como mostra a Figura 4.2, o
treino ao longo da vida parece manter os valores de VO,,,,, Similares aos valores de adultos-
jovens saudaveis. O declinio funcional associado aidade (observado pelosvaloresinferiores de
VO, para os adultos) parece ser evitado com o treino. Em relacdo a modalidade desportiva,
0 grupo de nadadores apresentou valores de VO,,, inferiores aos judocas e corredores
(P<0.05). N&o houve diferencas para as variaveis hematol gicas, leucdcitos e mondcitos entre

os grupos. O grupo AJ apresentou valores maiores em repouso (Pre) para a contagem de
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linfécitos e granulocitos (Tabela 4.3). Na mesma tendéncia, ndo foram encontradas diferencas
em repouso paraos indices VCM, HCM, CHCM e MPV (P>0.05).

Tabela4.2. Niveis de atividade fisica dos sujeitos.

Atletas master Adultos Adultos-jovens
V Oy (L.MiN) 29165+ 147.8  2076.0+112.4*  2996.5+ 229.0
Historico desportivo:
Anos detreino 246+ 1.83
Meses por ano ho desporto 10.27+£0.24
Horas por semana no desporto 5.45+ 0.42

U
Atletismo Judo Natacdo

V Ojne (L'MiNT) 3054.9 + 169.5 3003.0 + 339.1 2532.6 + 262.6*
V Ojnex (Ml.kg.min) 44,65+ 3.18 39.60+ 6.19 30.39 + 1.94*
Anos detreino 234+24 26.3+4.9 26.4+ 3.8
Meses por ano no desporto 10.6 + 0.3 10.1+ 0.6 9.6+ 05
Horas por semana no desporto 57+05 51+1.1 50+0.8

Valores sdo Média+ Desvio Padréo. Atletas master (N = 20), Adultos (N = 10) e Adultos-jovens (N = 8).
* P < 0.005 comparado aos Masters e Adultos-jovens. Abreviaturas: V O,,,= Consumo maximo de oxigénio.

Figura 4.2: Valores médios do consumo maximo de oxigénio relativo.

Osvalores sao Média+ Erro Padréo da Média. AJ (Adultos-jovens, N = 8), A (Adultos, N = 10) e AM
(Atletas master, N = 20). * P < 0.01 quando comparado aos demais grupos. Abreviaturas: V O,pa=
Consumo maximo de oxigénio.

4.4.1.2 Estudo agudo
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O tempo para completar o teste de esforco foi similar entre masters e adultos-jovens e
maior comparado ao grupo de adultos (P<0.05). Diferencas significativas foram encontradas
para a FC,,,, onde o grupo de adultos-jovens mostrou valores mais elevados comparado ao
grupo de adultos (P < 0.001) e atletas master (P < 0.001). Nenhuma diferenca foi observada
parao Lac,, (Tabela4.l).

A Tabela 4.3, mostra os resultados para variaveis hematoldgicas (eritrécitos,
hemoglobina e hematdcrito), leucocitos e subpopulagdes (linfocitos, mondcitos, granul écitos)
dos grupos masters e controlos. Nao houve diferencas entre os val ores pré e pos-exercicio para
hematécrito e hemoglobina. Os valores de eritrocitos apds o0 exercicio mostraram aumentos
significativos em todos os grupos (P < 0.01). Os indices de eritrocitos (VCM, HCM, CHCM)
também mudaram, mostrando diminuigdo dos valores em Post para todos os grupos (P < 0.01).
Todos os valores retornaram ao baseline 1 h apds o exercicio (1h) (Tabela 4.3). O exercicio
induziu uma leucocitose significativa em todos os grupos (P < 0.01). Este aumento também foi
observado para linfocitos para os atletas master e Adultos-Jovens (P < 0.001). O exercicio
agudo também aumentou 0os monacitos parao grupo A (P < 0.01) e granuldcitos para os atletas
master (P < 0.01; Tabela 4.3). Plaguetas e indices relativos (MPV) aumentaram
significativamente apos o exercicio (P<0.05; Tabela 4.3). Essas mudancgas retornaram aos

valores basais 1 h apds o exercicio (1h) (Tabela 4.3).

4.4.1.3 Discussao

Nossos resultados mostram gue os atletas master séo capazes de manter valores de
VO, Similares aos de adultos-jovens saudaveis, revertendo em parte os efeitos do
envelhecimento. Ao contrério, individuos acima de 40 anos e sedentarios (54.2 + 2.11 anos)
demonstram ter um declinio funcional do VO, quando comparados com adultos-jovens

estando assim relacionado com o envel hecimento.

Tabela4.3. Variaveis hematol 6gicas e contagem de leucdcitos.

Pré-exercicio Po6s-exercicio 1 hora pds-exercicio

Eritrocitos (x 10%/ulL)
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Adultos-Jovens 5.04+0.39 5.46 + 0.50* 5.00+0.40

Adultos 490+ 0.50 5.16 + 0.50* 4.84 1 0.47

Masters 5.16 + 0.37 5.34 + 0.43* 5.10+0.38
Hemoglobina (g/dL)

Adultos-Jovens 14.48 + 1.19 12.74 +3.31 14.62 + 1.47

Adultos 13.82+1.51 13.30+ 1.59 13.63 +1.49

Masters 14.87 +1.14 14,51 + 1.47 15.16 + 1.376
Hematdcrito (%)

Adultos-Jovens 44,78 + 3.35 42.63+5.00 4521 +4.55

Adultos 43.27 +3.97 41.64 +4.35 42.98 + 4.20

Masters 4541 + 2.57 44,10 + 3.65 46.52 + 3.278
Leucocitos (x 10%/uL)

Adultos-Jovens 6.28 +1.10 10.53 + 1.46* 6.27 + 0.83

Adultos 6.84 + 1.22 9.12 + 1.98* 6.57 +1.73

Masters 755+ 1.90 9.73+3.17* 7.36 £ 2.09
Linfécitos (x 10%/uL)

Adultos-Jovens 3.31+ 0.660 4.02+041 2.39 + 0.395

Adultos 2.31+0.46 3.64 + 0.98* 2.21+0.46

Masters 2.35+0.69 3.42 + 1.40* 1.97+0.74
Mondcitos (x 10%/uL)

Adultos-Jovens 0.36 +0.17 0.51+0.18 0.38+0.22

Adultos 0.38+0.17 0.62 +0.18* 0.36+0.10

Masters 0.47+0.19 0.59+0.19 0.40 + 0.185
Granulécitos (x 10%/uL)

Adultos-Jovens 593+ 1.110 5.33+0.51 6.82 + 1.028

Adultos 4,16+ 0.98 487 +1.20 4,01 +1.308

Masters 460+ 1.37 5.39 + 2.028 487+1.71
VCM (fL)

Adultos-Jovens 255.7 + 68.3 326.3 + 79.5* 261.6 + 62.3

Adultos 248.3+97.4 3175+ 87.3 267.4 + 65.26

Masters 239.8+79.2 285.0 + 85.6* 255.2 + 84.46
HCM (pg)

Adultos-Jovens 88.97 + 2.89 77.93 £ 6.02* 90.28 + 3.76

Adultos 88.34+2.74 80.75 + 4.20* 88.85 + 4.82

Masters 88.86 + 4.09 83.78 + 8.18* 92.27 + 7.448
CHCM (g/dL)

Adultos-Jovens 28.74+1.31 25.22 + 2.02* 29.25 + 1.66

Adultos 28.14+0.74 25.76 + 1.49* 28.17+1.82

Masters 28.72+1.43 27.04 + 2.71* 29.50+2.19
MPV (fL)

Adultos-Jovens 32.32 £ 0.92 28.23+2.18* 33.15+2.30

Adultos 31.88 + 0.97 29.20 + 1.71* 31.88+1.79

Masters 32.50 + 0.86 30.66 + 2.23* 33.67+1.81

Valores sdo Média + Erro padréo da média. Adultos-Jovens (N = 9); Adultos (N = 10); Atletas master (N = 20). *
P<0.05 em comparagdo aos valores pré-exercicio e 1 hora apds o exercicio, § P<0.05 em comparac&o aos valores

pré-exercicio e & P<0.05 em comparac&o aos valores pos-exercicio. 6 P<0.05 em comparagdo aos demais grupos
no Pre.

Nenhum dos individuos apresentou valores mais elevados do que o intervalo de
referéncia para leucdcitos, eritrécitos, hemoglobina e hematécrito em repouso. A estabilidade

consi stente do hematécrito e da hemoglobina pode ser utilizadacomo um indice de estado geral
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de salide antes e depois de competicdes (Banfi, Roi, Dolci, et al., 2004). Este é um ponto de
interesse, pois a estabilidade dos parametros hematol 6gicos é também crucia para desportistas
para manter o desempenho ideal (Banfi, Del Fabbro, Mauri, et al., 2006).

O treino fisico pode afetar parédmetros hematolégicos como o hematdcrito e as
concentracfes de hemoglobina e eritrécitos, em funcdo do tempo (longos periodos de treino)
ou também pela competicdo (Banfi, Lundby, Robach, et al., 2011). O exercicio extremo e
outros fatores de stressee estdo associados com diminui¢Bes nas contagens de eritrocitos
(Mairbéurl, 2013); mudangas na conformagdo da hemoglobinapel o maior consumo de oxigénio
e aproducdo de radicaislivres (Gwozdzinski, Pieniazek, Brzeszczynska, et al., 2013); aumento
da viscosidade do sangue que pode afetar desfavoravelmente o fluxo sanguineo capilar e a
entrega de oxigénio aos tecidos (El-Sayed, Ali & El-Sayed Ali, 2005). Nossos resultados
apontam para que o treino ao longo da vida ndo teve essas consequéncias a longo prazo sobre
os atletas, uma vez que as comparagdes em repouso foram similares entre os 3 grupos. As
respostas dos atletas e controlos ao teste de esforco mostraram aumento do ndmero de

eritrocitos apos o esforco (Tabela4.2).

O sangue dos atletas de resisténcia € mais diluido do que de ndo atletas, 0 que tem sido
explicado por umaexpansao do volume plasmatico devido ao treino, sendo que osvalores mais
baixos de Ht encontrados em atletas treinados sdo devido a um aumento no volume plasmético
(El-Sayed, Ali & El-Sayed Ali, 2005). Sugeriu-se que hipervolemia e dilui¢do do sangue pode
ser vantgjosa para a dissipacdo de calor e maior volume de gjecdo cardiaca e batimentos
cardiacos mais baixos durante o exercicio (Brun, 2002). Em nosso estudo, ndo existiram
diferencas entre o Ht dos atletas master e dos grupos controlo em repouso apods correcdo do
volume plasmatico. Um estudo do nosso laboratdrio que também avaliou atletas, entretanto de
maisjovens (22 + 4.2 anos), também ndo encontrou diferencas entre os valores do Ht dos atletas
(47.13 + 2.29%) e com os valores dos control os (49.98 + 2.20%) (Borges, Rama, Pedreiro, et
al., 2012).

Leucocitose € a ateracdo hematoldgica mais consistente observada em resposta ao
exercicio exaustivo prolongado, e amagnitude daateracéo do nimero de leucdcitos circulantes
é proporcional a intensidade e duracéo do exercicio (Banfi, Del Fabbro, Mauri, et al., 2006;
Tossige-Gomes, Ottone, Oliveira, et al., 2014). Neste estudo o protocolo de esforgo foi maximo

para 0s 3 grupos e em todos se encontraram incrementos significativos de leucdcitos apos o
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esforco (Tabela 4.3). Mudancas na contagem de leucdcitos devem ser interpretadas com
cautela, uma vez que podem refletir apenas a redistribuicdo de leucdcitos dos tecidos para a
circulagdo, possivelmente, para aumentar a vigilancia imunolégica ou devido ao trauma
tecidual / lesdo associada ao exercicio extenuante prolongado (Scheer & Murray, 2011; Kratz,
Wood, Siegel, et al., 2006) e ndo necessariamente uma perturbacdo imunologica negativa
(Kriiger & Mooren, 2007). Ha evidéncias bem sustentadas que o esforco maximo pode ter
efeitos profundos sobre o nimero de leucécitos totais, talvez pelo aumento de catecolaminas
decorrente do mesmo esforgo (McCarthy, Macdonald, Grant, et al., 1992). Este é o primeiro
mecanismo gue induz o recrutamento de leucdcitos marginados e provavel mente o que explica

seu aumento imediatamente pos-exercicio.

Acompanhando o aumento dos leucdcitos, pode-se também observar um aumento dos
linfocitos no periodo Pés-Exercicio para os grupos de atletas master e adultos (P<0.05). A
resposta de linfécitos ao exercicio intenso e de curta duragdo € bifésica. A mobilizag&o inicia
apos o exercicio (linfocitose) € seguida por uma reducéo do nimero de linfocitos circulantes
(linfopenia) durante o periodo de recuperacéo do exercicio. O aumento inicial de linfécitos do
sangue é suposto refletir tanto a mobilizacgo de células a partir do “pool” margina quanto dos
orgaoslinfoides. No entanto, os mecanismosdelifopeniasio incertos (Kriiger & Mooren, 2014,
Mooren, Lechtermann & Vdlker, 2004; Levada-Pires, Cury-Boaventura, Gorjéo, et al., 2009).
Num estudo com adultos-jovens realizado em nosso laboratério que teve por objetivo mostrar
a cinética das varidveis hematol dgicas e das citocinas em diferentes modos de exercicio, todos
de intensidade méxima (Minuzzi, Carvalho, Brunélli, et al., 2016), a linfopenia foi observada
2 horas ap0s o esforgo. E provavel que 1 hora apds o exercicio seja um tempo insuficiente para
que alinfopenia seja observada em esforgcos de menor duragdo. A morte de linfécitos induzida
pelo exercicio é dependente da intensidade e provavelmente da duracdo do exercicio
envolvendo diferentes mecanismos em atletas (Levada-Pires, Cury-Boaventura, Gorj&o, et al.,
2009). A sensibilidade doslinfécitos aapoptose parece estar relacionada com o estado detreino.
Percentagens mais baixas de células apoptéticas em atletas altamente treinados foram
encontradas quando comparadas com atletas treinados de um menor nivel de aptidao (Mooren,
Lechtermann & Vélker, 2004). Por outro lado, a redistribuicéo substancial de células-T dentro
de linfonodos e 6rgdos ndo linfoides, também explica areducéo dos linfocitos apos o exercicio.

Maiores detalhes sobre a mobilizagdo dos linfocitos seréo foco do Estudo 3.
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O aumento verificado na contagem de mondcitos neste estudo para o grupo A e de
granuldcitos para 0os masters € consistente com uma resposta inflamatdria ao exercicio,
provavelmente causada por leséo de tecido (Kratz, Lewandrowski, Siegel, et al., 2002). A
monocitose em resposta ao exercicio agudo € transiente (2 horas aproximadamente) e
representa um deslocamento dos mondcitos marginados para a circulagdo (Walsh, Gleeson,
Shephard, et al., 2011). Neste estudo, 1 hora pds-exercicio os valores ja estavam normalizados
(Tabela4.2). A redugdo vista nesse momento (1h) parao grupo de masters néo € representativa
pois ela ndo é diferente dos valores pré-exercicio e Sm em comparagdo ao maior valor
observado no pés-exercicio. Considera-se apenas um resultado estatistico e ndo de significancia
fisiolégica. A compreensdo dessas “ perturbagdes’ nos parametros hematol 0gicos pode ser vista
como uma otimizagdo do desempenho. Apds correcdo pelo volume plasmético, encontramos
reducdo dos valores de HCM e CHCM para todos os grupos no momento Post. Enquanto, o
aumento progressivo e significativo do HCM e CHCM provavel mente indica perda de &guados
globulos vermelhos, ou hemoconcentracdo (Davidson, Robertson, Galeg, et al., 1987), valores
mais baixos de CHCM indicam uma maior flexibilidade dos gldbulos vermelhos (Branth,
Hambraeus, Piehl-Aulin, et al., 2009), o que pode ser vantgjoso no sentido de facilitar o fluxo
sanguineo e o suprimento de oxigénio para a contragdo muscular. MPV é um indicador da
ativacdo de plaguetas, geralmente utilizado em contextos clinicos (por exemplo, o risco de
trombose em pacientes pré-hipertensos) (Y azici, Kaya, Kaya, et al., 2009). A tensdo mecéanica
diretasobre as plaguetas circulantes pode contribuir paraestaativagéo (Hanke, Staib, Gorlinger,
et al., 2010). Com os valores de MPV corrigidos pelo volume plasmético, observamos uma
reducéo no periodo Pos-exercicio paratodos os grupos. Este € um resultado interessante, pois
podemos entender que a pratica continuada do exercicio pode reduzir um importante fator de

risco trombdtico.

Em geral, os resultados sugerem que o0 estado imunoldgico foi mantido, embora a
avaliacdo de outros indicadores de producdo de glébulos vermelhos (ou segja, variaveis de
reticul écitos) pudesse ter fornecido uma visdo mais abrangente (Fallon, Sivyer, Sivyer, et al.,
1999). Olhando para as diferencas observadas entre os atletas master e sedentérios, néo foi
detetado exposicdo dos individuos para qualquer risco clinico. Do contrario, notou-se uma

impressionante adaptacdo dos atletas e manutencéo de sua capacidade aerdbia.
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4.4.2 Citocinas

4.4.1.1 Estudo transversal

A Figura 4.3 mostra os resultados para as citocinas IL-1ra, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10 e
TNF-a.

Figura4.3: NiveisdascitocinasIL-1raellL-1B, IL-6,1L-8elL-10 e TNF-a no plasmaem resposta

ao protocolo de exer cicio maximo no cicloergémetro.
Osvalores so média+ DP. * P<0.05 em comparac&o com pré e pds-exercicio; # P<0.05 em relacdo ao

Post. & P<0.05 em comparacdo com Pre. Adultos-jovens (N = 9); Adultos (N = 10); Atletas master (N
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= 20). Abreviaturas: Pre (antes), Post (10 min pés-exercicio) e 1h (1 h pds-exercicio). AJ, Adultos-
jovens; A, Adultos; AM, Atletas master.
Como mostra a Figura 4.3 nenhum efeito da idade, treino ou interagdo idade-treino

estava presente paralL-6 e TNF-a. Houve efeito significativo daidade e do treino nas citocinas
IL-1ra, IL-1B e IL-8; os atletas master apresentaram maior concentragcdo da citocina anti-
inflamatéria IL-1ra e das citocinas pro-inflamatorias IL-1B e IL-8 em comparagdo com 0s
adultos-jovens e adultos (P < 0.01; Figura4.3). ParaalL-10 nenhum efeito daidade, treino ou
interacdo idade-treino foi observado. No entanto, a concentragéo de IL-10 foi mais baixa no
grupo de adultos em comparagdo com o grupo de atletas master (P < 0.01; Figura 4.3); e a
concentracdo plasmética de IL-10 foi mais baixa no grupo de atletas em comparagcdo com o

grupo de adultos-jovens (P < 0.01; Figura4.3).

Os niveis de CRP néo apresentaram diferencas significativas entre os 3 grupos em

repouso (AJ=0.57 + 0.48; A =0.98 £ 0.70; AM = 1.035 + 0.75) e ap0s o teste (Figura 4.4).

Figura 4.4: Niveis séricos de proteina C-reativa em resposta ao protocolo de exer cicio maximo em
cicloergbmetro.

Osvalores sdo Média+ DP. Os niveis de PCR foram indetetaveis para 01 participante do grupo AJ (N
= 8), 01 participante do grupo A (N = 9) e 05 participantes do grupo de atletas master (N = 15).
Abreviaturas: Pre (antes), Post (10 min pds-exercicio) e 1h (1 h pés-exercicio). AJ, Adultos-jovens; A,

Adultos; AM, Atletas master.
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4.4.1.1 Estudo agudo

Os efeitos do exercicio agudo sobre os niveis de citocinas foram diferentes em relacéo
aos grupos analisados (Figura 4.3). Apenas se observaram efeitos do exercicio agudo (Post)
paralL-1B (P<0.05) no grupo AJ. O maior numero de mudancas ocorreu 1 h apds o exercicio
(1h). Nomeadamente, IL-6, IL-8 e IL-10 diminuiram em comparagdo com Post, 1 h apds o
término do exercicio no grupo de jovens (P<0.05; Figura 4.3). Esta € uma resposta semel hante
gue também observada no grupo de atletas master (P<0.05; Figura 4.3). Além disso, as
concentracOes plasmaticas de IL-6, IL-8 e IL-10 também diminuiram em comparagdo com o0s
valores Pré-exercicio no grupo de atletas master (P < 0.01; Figura4.3). A Unica ateragdo em
resposta ao exercicio observada no grupo A foi uma diminui¢do nos niveis de IL-8 em 1 h
guando comparado com o Post (P<0.05; Figura 4.3). Nenhum efeito agudo foi observado para
CRP no Post e na recuperacdo (1h) em todos os grupos (ver Figura4.4). ParaalL-10, todos os
sujeitos responderam ao teste de exercicio da mesma maneira; no entanto, o nivel de IL-10 foi
mai s baixo no grupo de adultos em comparag&o com o grupo de masters em todos os pontos de
tempo (P<0.05; Figura4.3).

Para avaiar o balanco inflamatério (Lira, Rosa, Zanchi, et al., 2009) foi calculado o
racio TNF-a/IL-10 (Figura4.5). O réacio TNF-a/IL-10 foi maior em todos os pontos medidos
para o grupo A, quando comparado com os atletas master (Pre, P < 0.001; Post, P < 0.001; 1h,
P <0.001) ecom o grupo AJ (Pre, P< 0.001; Post, P< 0.01; 1h, P<0.001). O réacio TNF-o/IL-
10 também aumentou em resposta ao exercicio no grupo de adultos-velhos em 1h (Figura 4.5).
O tempo de duragéo do protocolo de esforgo foi correlacionado com as concentragbes de IL-10
elL-1B (r =0.470, P=0.006; r = 0.436, P = 0.042, respetivamente). A idade teve o maior efeito
(38%, P<0.001) nas diferengas da IL-10, com os valores mais baixos observados no grupo de
adultos. O treino ao longo da vida contou por 27% na variagdo (P < 0.01) e a interagéo

idade* treino contribuiu para 32% (P < 0.001) das diferencas danlL-10 entre os grupos.

Para o récio TNF/IL-10, a idade contribuiu para 50% da variagdo, com o grupo AJ
apresentando o maior valor médio. A interagdo idade*treino foi apontada por 60% da variagéo,
com os atletas master e os adultos-jovens apresentando valores similares e mais baixos em

relagcdo ao grupo de adultos (Figura 4.5).
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Figura 4.5: Racio TNF-a/IL-10 em resposta ao protocolo de exer cicio maximo em cicloer gémetro.
Os valores sdo média+ DP. Os niveis de TNF-a foram indetetéveis para 04 participantes no grupo AJ
(N =5), 02 participantes no grupo A (N = 8) e 05 participantes no grupo de AM (N = 15). Diferencas
estatisticamente significativas indicadas por * (P<0.05) em comparagdo com pré e pos-exercicio; a
(P<0.05) em comparagdo com masters e grupos de jovens em Pre. b (P <0.05) em comparacéo com AM
e grupos de AJem Post. ¢ (P<0.05) em comparagdo com AM e grupos de AJem 1h. d (P<0.05) entre A
e grupo AJem 1h. Abreviaturas: Pre (antes), Post (10 min pés-exercicio) e 1h (1 h pds-exercicio). AJ.

adultos-jovens; A: adultos; AM: atletas master.

Quanto ao balango das citocinas IL-1ra e IL-1, a diferenca média das concentracfes
de IL-1ra comparado a IL-13 em repouso foi de 10 vezes para os atletas (~79 pg/mL vs. ~8
pg/mL) e grupo de adultos-jovens (~14 pg/mL vs. ~1.4 pg/mL), e de aproximadamente 7 vezes
para o grupo de adultos (~30 pg/mL vs. ~4 pg/mL). Os nossos resultados também mostraram
que os niveisde IL-10 e IL-1B pds-exercicio correlacionam-se com a duragdo do exercicio de
atarintensidade (r = 0.470, P = 0.006; r = 0.436, P = 0.042; respetivamente).

4.4.1.3 Discussao da resposta das citocinas plasmaticas ap exercicio

No presente estudo, os niveis de citocinas pro e anti-inflamatorias foram diferentes em
relacdo ao treino e idade. Em repouso, os niveis das citocinas pro-inflamatérias IL-8 e IL-1B e
da citocina anti-inflamatoria I L-1ra foram maiores nos grupos AM e A em comparagdo com 0
grupo AJ. As concentragdes de IL-6 e TNF-a no plasma ndo foram significativamente
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diferentes entre os individuos adultos-jovens e adultos (grupos AM e A). Como encontrado por
outros (de Gonzal o-Calvo, Fernandez-Garcia, de Luxan-Delgado, et al., 2012), osniveisde IL-
6 ndo foram associados com o envelhecimento. 1sso pode refletir o papel predominante do
estado de salide sobre a idade cronol 6gica desses individuos (Della Gatta, Garnham, Peake, et
al., 2014). Por outro lado, os nossos resultados dos atletas master mostraram que o treino ao
longo davidatem um efeito mais forte do que o envelhecimento sobrealL-1B, IL-8 e os niveis
delL-1ra

O treino aerdbico regular pode desempenhar um importante papel nareducéo de alguns
marcadores de inflamac8o sistémica, e na regulagdo metabolica de certos parédmetros
fisioldgicos do musculo com o envelhecimento (Mikkelsen, Couppé, Karlsen, et al., 2013;
Nieman, Henson, Smith, et al., 2001). Em particular, alL-6 pode ativar cascatas de sinalizacéo
molecular que levam a uma resposta inflamatéria mediada pela via IKK/NFKB. IL-6
desencadeia a ativagdo do complexo enzimético IKK e, posteriormente, a translocacdo do
complexo proteico NFKB para o nucleo. Isto resulta na transcri¢éo de genes-alvo da reacéo
inflamatéria imune, incluindo as citocinas IL-6, TNF-a e IL-15. No entanto, o aumento
transitorio nos niveis de IL-6 parece ser também responsavel pelaproducéo de mediadores anti-
inflamatériostal como alL-10, IL-1rae cortisol (Sallam & Laher, 2016). Além disso, os niveis
elevados de IL-6 produzidos pelo musculo esguel ético estimulam uma cascata de sinalizac&o
anti-inflamatodria que inibe a secregdo de citocinas pro-inflamatorias como o TNF-a e IL-13,
suprimem a secrecdo de PCR (um marcador geral e ndo especifico para ainflamacdo sistémica
) apartir de figado (Gleeson, Bishop, Stensel, et al., 2011), down-regulam a expressdo de TLR
de mondcitos em ambos MRNA e proteinas de superficie celular, e, finalmente, inibem a via
IKK/NFKB (Rodriguez-Miguelez, Fernandez-Gonzalo, Almar, et al., 2014; Rohling, Herder,
Stemper, et al., 2016). Uma diminui¢do da concentragdo plasmatica de IL-6 em resposta ao
exercicio cronico parece caracterizar uma adaptacdo normal do treino (Fischer, 2006). Além
disso, outros estudos tem demonstrado que exercicios agudos bem como exercicios cronicos
podem reduzir a ativagdo desta via de sinalizagdo inflamatéria (para revisdo ver Rohling,
Herder, Stemper, et al., 2016). Os nossos resultados ndo mostraram valores mais baixosde IL-
6 para atletas master (~12 pg/mL), indo ao encontro com estes estudos anteriores. Nivels
elevados de IL-1p foram observados para os atletas master quando comparado com 0s grupos
AJeA. IL-1B éaprimeirade duas citocinas na cascata inflamatoria, sendo o TNF-a a segunda

delas. Niveis elevados de IL-1B sdo esperados apds lesdo muscular e alguns estudos tém
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mostrado que o exercicio pode promover o aumento de IL-1B (Gagnon, Gagnon, Rintaméaki, et
al., 2014). Seu aumento parece ser compensado pelo aumento da secrecéo de IL-1ra que inibe
as acles pro-inflamatdrias da IL-1B. Também foram observados valores mais atos de IL-1ra
nos atletas master em comparagdo com individuos adultos-jovens e adultos no momento Pre.
Em particular, I1L-1raimpede os processos inflamatorios, bloqueando a transduc&o do sinal da
citocina pré-inflamatéria IL-1 e cria também um equilibrio anti-inflamatério para a citocina
pro-inflamatéria IL-1B (Gleeson, Bishop, Stensel, et al., 2011). O equilibrio entrealL-1 elL-
1ranos tecidos locais influencia a possibilidade de desenvolvimento de doenca inflamatéria e
dano estrutural resultante. IL-1ra deve ser produzida abundantemente para bloquear os efeitos
de IL-1. Propde-se que niveis de IL-1ra sgjam 100 vezes maiores ou mais em relagdo a IL-1
para inibir os efeitos bioldgicos da IL-1 nas cdlulas-alvo (Arend, 2002). Em nosso estudo, o
equilibrio entre alL-1B e os niveis de |L-1ra observados no inicio do estudo foram a nivel de
10 vezes mais IL-1lra em comparagdo a IL-1B para os atletas master e jovens e
aproximadamente a nivel de 7 vezes maior para o grupo de adultos. Isto sugere que o treino

mais do que idade pode regular o equilibrio de citocinas pro e anti-inflamatorias.

O envelhecimento, contudo, parece ter um efeito mais pronunciado sobre a secregdo de
IL-10, sendo que os individuos adultos apresentaram concentragdes muito baixas quando
comparadas com adultos-jovens e atletas master. A IL-10 tem um papel crucia na prevencao
de patologias inflamatdrias e autoimunes (Fujio, Okamura & Y amamoto, 2010). A secregdo de
IL-10 induzida pelo exercicio também tem sido associada com um aumento do nimero de
células T regulatdrias na corrente sanguinea (Gleeson, Bishop, Stensdl, et al., 2011). Handzlik
e coautores mostraram que o treino de alta intensidade esta associado com contagens de Tregs
maiores em repouso e de maior producdo de IL-10 apds estimulacdo antigénica (Handzlik,
Shaw, Dungey, et al., 2013). Os resultados do Estudo 2 corroboraram esta afirmagéo,
mostrando que atletas master mantém o nimero e fungdo das Tregs e apresentam elevada
expressdo génica de IL-10 como resposta adaptativa ao exercicio (resultados discutidos no
estudo 2).

Encontramos que os niveis de IL-10 e IL-1B pds-exercicio correlacionam-se com a
duragéo do exercicio de ata-intensidade. Como mencionado anteriormente, IL-1 aumenta em
resposta a lesdo muscular, e os nossos resultados sugerem que o aumento da duracéo do teste
poderia aumentar o dano muscular e, consequentemente, a produgdo de IL-1f. A duracdo do

teste progressivo foi semelhante nos masters e individuos jovens (~ 17min), porém mais
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elevada quando comparado com a dos individuos mais velhos (~ 10 min). No entanto, o
aumento da secrecdo de IL-1B apos o exercicio foi apenas observado para o grupo de jovens

(Figura 4.3). 1sso novamente reflete a adaptacdo ao exercicio pelos atletas master.

O récio TNF-a/IL-10 € um bom indicador do estado inflamatério dos individuos e pode
ser utilizado como um indice inflamatério. De importancia, encontrdmos mudangas no racio
TNF-a/IL-10 apenas para o grupo de adultos no momento 1h. Este achado, juntamente com o
aumento dos niveis de IL-1pB para este grupo neste momento de medida, indicam uma resposta
pro-inflamatéria ao exercicio sofrida pelos adultos, mas que ndo foi observada nos grupos de
atletas master e adultos-jovens. Embora um tanto inesperado, a falta de outras diferencas
estatisticamente significativas nas citocinas pro e anti-inflamatorios antes e apds o exercicio
agudo ndo é exclusivo do nosso estudo. Numa revisdo bem concebida, Peake e coautores
relacionaram os efeitos do exercicio com a expressdo e producdo de citocinas. O exercicio
agudo estimula aumentos mais significativos em IL-6, IL-8, IL-10, IL-1ra, fator estimulante
de colénias de granuldcitos (G-CSF) e aumentos mais modestos em TNF-a, MCP-1, IL-1B,
BDNF, IL-12p35/p40 e |L-15 (Peake, Della Gatta, Suzuki, et al., 2015). Muitas destas citocinas
s80 expressas no musculo esquelético, mas nem todos séo libertados a partir do musculo
esquel ético para a circulagdo durante o exercicio. Por outro lado, algumas citocinas que estéo
presentes na circulaco ndo estdo expressas no musculo esquelético apds o exercicio fisico.
Além disso, os leucdcitos sdo provavel mente apenas uma fonte menor de citocinas circulantes
apos o exercicio (Peake, Della Gatta, Suzuki, et al., 2015).

4.5 CONCLUSAO

Em geral, os nossos dados sugerem que a fun¢éo imunoldgica foi geralmente mantida
em todos os grupos estudados. No entanto, as adaptacbes ao exercicio mais relevantes
encontradas nos atletas master foi a manutencdo da sua capacidade aerdbica e um estado anti-
inflamat6rio semel hante ao observado nos adultos-jovens saudaveis. O envelhecimento teve os
efeitos mais pronunciados nos niveisdalL-10 erécio TNF-a/IL-10. Portanto, o treino ao longo
da vida ndo parece ter efeitos deletérios no equilibrio das citocinas pré e anti-inflamatérias e

foi capaz de reverter parcialmente os efeitos pro-inflamatérios do envelhecimento.
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5. ESTUDO 2: A INFLUENCIA DO TREINO AO LONGO DA VIDA SOBRE A
ATIVACAO, SENESCENCIA E PRODUCAO DE CITOCINAS PELAS CELULAS T
REGULADORAS.

Resumo:

Objetivo: o objetivo deste estudo foi quantificar e caracterizar funcionalmente células T
reguladoras do sangue periférico, bem como a expressdo de um marcador de senescéncia

(KLRG1), de atletas master em repouso e apds um teste de exercicio exaustivo.

M étodos:. dezoito atletas master que participam regularmente em treino e competi¢coes por mais
de 20 anos e um grupo controlo, de 10 individuos pareados por idade, que nunca participaram
de treino fisico regular foram voluntérios para este estudo. Todos os individuos realizaram um
teste incremental até a exaustdo num cicloergdbmetro. As amostras de sangue foram obtidas

antes (Pre), 10 min pos-exercicio (Post) e 1 h pés-exercicio (1h).

Resultados: Nao houve efeito significativo do exercicio agudo sobre a percentagem de Tregs
CD4'CD25™9"CD127"™ dentro da populacio total de linfécitos em ambos os grupos. Ao
contrario, o exercicio agudo induziu um aumento significativo no nimero absoluto de Tregs
CD4'CD25™9"CD127"™ em Post (0.049 + 0.021; 0.056 + 0.024, P = 0.029 para masters; 0.048
+0.017; 0.058 + 0.020, P = 0.037 para o controlo) em ambos 0s grupos. A expresséo de mRNA
para FoxP3, IL-10 e TGF-B das Tregs purificadas foi semelhante ao longo dos ensaios em
ambos os grupos. Entretanto, atletas master apresentaram uma maior percentagem de
individuos que expressam FoxP3 (22%, P = 0.038), TGF-B (44%, P = 0.002) apss 0 exercicio
emaior concentragdo plasméticade IL-10 (P = 0.001, ES = 2.57) em todos os pontos temporais
analisadas. A % de KLRG1 nas Tregs ndo foi alterada.

Conclusao: Os resultados mostraram que os atletas master tém elevados niveis de marcadores
anti-inflamatorios e sdo capazes de manter o numero e fungdo das células T reguladoras como

resposta adaptativa ap exercicio.

Palavras-chave: c8ulas T reguladoras; atletas master; envel hecimento; FoxP3; TGF-f3; IL-10.
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5.1 INTRODUCAO

O exercicio extenuante é usua mente associado com um aumento dos sintomas de ITRS
em atletas (Nieman, Johanssen & Lee, 1989; Gleeson, Bishop, Oliveira, et al., 2012) e o
exercicio de elevado volume pode ter um efeito imunossupressor (Gleeson, 2007). Sabe-se que
0s mecanismos imunoldgicos que fundamentam este aparente aumento da suscetibilidade a
infecéo em atletas sdo, provavel mente, multifatoriais e incluem perturbagdes do compartimento
de células T (Simpson, Kunz, Agha, et al., 2015; Cosgrove, Galloway, Ned, et al., 2012,
Tossige-Gomes, Ottone, Oliveira, et al., 2014).

As Tregs sd0 cruciais na manutencdo da toleréncia imunol 6gica e no controlo negativo
de respostas imunes patoldgicas (de Moura Braz, de Melo, da Gléria Aureliano de Melo
Cavalca, et al., 2014, Fehérvari & Sakaguchi, 2004). As Tregs tem a capacidade de suprimir a
ativacao, proliferacdo e asfuncdes ef etoras de uma vasta gamade célulasimunitarias, incluindo
ascélulas T CD4" eCD8', ascélulas NK, as células B e APCs (Sakaguchi, Miyara, Costantino,
et al., 2010; Littwitz-Salomon, Akhmetzyanova, Valet, et al., 2015), estas células podem
suprimir ascélulas T efetoras por mecani smos que incluem a competi¢do direta com moléculas
coestimulatérias expressas nas APCs ou através dareducdo dos niveis de fatores de crescimento
essenciais, tais como a IL-2 (Schmidt, Oberle & Krammer, 2012). Além disso, as Tregs
secretam IL-10 e TGF-B como mecanismos adicionais para suprimir a atividade das células-
alvo (Corthay, 2009). Além de expressarem a cadeia a do recetor da IL-2 (CD25), as Tregs
também expressam FoxP3, um gene de controlo gque € a chave para 0 seu desenvolvimento e
funcdo (Campbell & Ziegler, 2007). O TGF-B desencadeia a expressdo de Foxp3 em
precursores das Tregs (CD4'CD25) e em conjunto com a lL-2, € um regulador chave das vias
de sinalizagdo que mantém a expressao de FoxP3 e afungéo supressora nas Tregs (Perry, Pick,
Bdolach, et al., 2013; Fu, Zhang, Y opp, €t al., 2004).

Tregs possuem um papel central na homeostasia do sistema imune, por isso, qualquer
perda da funcdo das Tregs, em funcdo da idade, contribuiria para uma atividade imune
exacerbada e disturbios autoimunes, ja observados em seres humanos idosos com sindrome
inflamatoria crénica. Por outro lado, 0 aumento relacionado com aidade no nimero de Tregs

poderiaestar relacionado com o risco aumentado de infegdes e doengas malignas entre 0sidosos
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(Fessler, Ficjan, Duftner, et al., 2013). E necessario dizer que, esta expansio da populacio de
Tregs sO pode ser considerada fisiologicamente relevante se a fungéo supressora das Tregs
permanecer intacta. Com efeito, a producéo de IL-10 e a expressdo de FoxP3 pelas Tregs

mostrou-se preservada com o envel hecimento (Jagger, Shimojima, Goronzy, et al., 2014).

Emborao KLRG1 sirvacomo um marcador paraa senescéncia, asinaizacéo atraves de
KLRGL1 poderia resultar numa funcéo alterada e senescéncia das Tregs (Tauro, Nguyen, Li, et
al., 2013). Naverdade, as Tregs KLRGL1" apresentaram-se um pouco mais eficientes do que as
Tregs KLRG1 na supressdo da proliferacdo de células T naive in vitro (Beyersdorf, Ding,
Tietze, et al., 2007).

O impacto do exercicio sobre o sistema imunitario tem sido extensivamente estudado e
revisto em véarios pontos desta tese. No entanto, a maioria dos estudos investiga os efeitos
agudos do exercicio e ha poucas pesquisas relacionadas com os efeitos cronicos ou estudos de
base longitudinais em relagdo as Tregs. As evidéncias sugerem que as Tregs aumentam em
nimero na sequéncia de uma sessdo aguda de exercicio extenuante em humanos (Handzlik,
Shaw, Dungey, et al., 2013). Além disso, existe evidéncia de uma associacdo entre a carga de
treino elevada e o aumento da producdo de IL-10 estimulada por antigénios in vitro, com
concomitante aumento do nimero de Tregs nacircul agdo, suportando a hipétese de queas Tregs
exercem seus efeitos inibitorios através de aumentos da produgdo de IL-10 em individuos
altamente ativos fisicamente, e isso pode desempenhar um papel importante na modificagdo do
risco de infegdo respiratoria (Gleeson & Walsh, 2012; Handzlik, Shaw, Dungey, et al., 2013).
Assim, o estudo de atletas master oferece uma oportunidade parainvestigar os efeitos do treino
de longo prazo sobre as respostas das Tregs ao envelhecimento em si, e também a influéncia
que estas adaptacOes teriam sobre as respostas de exercicios agudos em comparagdo ao
envelhecimento sem treino. Portanto, o objetivo deste estudo foi quantificar e caracterizar
funcionamente as Tregs do sangue periférico, bem como a expressdo de um marcador de
senescéncia, KLRGL, em atletas master antes e apds um teste progressivo até a exaustdo. Para

gue isso fosse possivel, procurou-se:

— Anaisar o comportamento da contagem das células do sangue periférico e da
concentracdo de IL-10 plasmética em funcdo de um teste progressivo maximo em

cicloergébmetro.
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— ldentificar ascélulas T reguladoras e suas subpopulacdes naive (CD45RA™) e memdria

(CD45RA") em atletas master e comparar com um grupo controlo pareado com aidade,

antes e apos a realizacdo do protocolo de esforgo.

— Determinar a % de Tregs a expressar o marcador de senescéncia KLRGL1 no grupo de

atletas master e controlo.

— Determinar a expressao génica de FoxP3, IL-10 e TGF-B nas Tregs purificadas.

5.2 DELINEAMENTO DO ESTUDO

5.2.1 Sujeitos

Para este estudo, 19 atletas master (nadadores, judo, atletismo) que haviam participado

de treinos regulares e competi¢des por mais de 20 anos ao longo da vida foram incluidos neste

estudo. Um atleta (género masculino) foi excluido da amostra. O estudo também incluiu um

grupo controlo, pareado por idade, de 10 individuos saudaveis e sedentéarios (Tabela 5.1). Os

atletas e o grupo controlo foram avaliados em sua totalidade ndo sendo portanto apresentadas

comparagOes entre géneros.

Tabela5.1. Caracteristicas dos participantes.

Controlo Atletas master
|dade (anos) 54.2 +5.94 53.2+9.08
Estatura (cm) 168.6 + 8.53 170.4+5.29
Massa corporal (kg) 70.4+12.93 749+ 15,55
IMC (kg.m?) 243+3.23 25.3+7.11
% G (%) 21.4+11.12 26.0+7.55
MLG (kg) 58.8 + 6.94 54.6 + 12.10

Valores sdo Média + (SD). Controlo (N = 10), Atletas master (N = 19). Abreviaturas: IMC= indice de Massa

Corporal; %G = Percentagem de gordura; MLG = Massa livre de gordura.
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5.2.2 Desenho experimental

Os participantes chegaram ao laboratério as 09:00. Ap6s 10 minutos de descanso ha
posicao sentada, foi feita recolha de sangue venoso para 3 tubos Vacutainer com K3EDTA
(Becton-Dickinson, Oxford, Reino Unido). Depois os participantes realizaram um protocolo de
esforgo maximo em cicloergdmetro e mais duas amostras de sangue de 15 ml foram recolhidas
(10 min e 1h apds a conclusdo de exercicio). Todos os detal hes dos procedimentos podem ser

revistos no Capitulo 3.

5.2.3 Par ametr os hematol 6gicos e citocinas analisadas

Imediatamente apds a recolha do sangue, as contagens de: leucdcitos totais, linfécitos,
monacitos e granul écitos foram determinadas utilizando um contador de células automatizado
(Coulter ACT Diff, Beckham Coulter, EUA). A concentracdo plasméticade IL-10 foi avaliada
utilizando um kit de ELISA disponivel comercialmente, de acordo com as instru¢cdes do

fabricante (Invitrogen, CA).

5.2.4 Citometria de fluxo

Os estudos de imunofenotipagem no sangue periférico foram realizados utilizando um
conjunto de oito anticorpos monoclonais conjugados com diferentes fluorocromos, sendo as
amostras adquiridas no citdbmetro FACS Canto |1 (BD Bioscience, San Jose, CA, EUA). Em

200 pl de sangue periférico foram adicionados os seguintes anticorpos monoclonais (mAB)
conjugados com os fluorocromos (definidos entre parénteses): 1,5 ul de CD3-PB (Pacific azul,
clone UCHT1, Pharmingen, San Diego, CA EUA), 2,5 ul de CD4-APC-H7 (aloficocianina-
hilite 7, Clone 13B8.2, Beckman Coulter, Miami, FL, EUA), 10 ul de CD25-PE (ficoeritrina,
clone 2A3, BD Bioscience, San Jose, CA, EUA), 10 ul de CD127-FITC (isotiocianato de
fluoresceina anti-humano, clone R.34.34, Beckman Coulter), 25 ul de CD27-PECy5
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(ficoeritrina-cianina 5, clone R.8.01, Beckman Coulter), 2,5 ul de CD45RA-PECy7 anti-

humano (ficoeritrina-cianina 7, clone L48, BD Bioscience) e 1,5 ul de KLRG1-APC
(aloficocianina, Clone 2F1 / KLRG1, BioLegend, San Diego, CA).

Oslinfécitos T foram identificados de acordo com sua positividade paraCD3. As Tregs
foram definidas com base no seguinte fenétipo: CD4'CD25™"CD127%™ e subdivididas em
naive (CD45RA") e memdria (CD45RA"). As Tregs senescentes foram detetadas com base na
expressao de KLRG1". Um exemplo modelo esquemético da estratégia utilizada para definir as

diferentes populagdes de células estudadas esta nafigura 5.1.

@) (b)
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Memory

100000
N
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T T T T
1E2 1E3 1E4 1ES

) o
CD45RA:PE Cy7-A

Figura5.1: Identificacdo de Tregsvia citometria de fluxo.
a) CD127 versus CD25 que identifica células CD3"CD4'CD25™"CD127%™ (Tregs). b) FSC-H versus
CD45RA gue identifica Tregs naive (CD45RA™) e memdria (CD45RA"). Tregs = células T reguladoras.

5.2.5 Purificacéo celular e analise do mRNA em células Treg purificadas

Ap6s a purificacio das células Treg CD4'CD25™""CD 127%™ por FACSAriall (BD) de
acordo com o seu fendtipo tipico, o contetido das células purificadas foi transferido para um
tubo Eppendorf de 1,5 ml e centrifugado durante 5 min a300 g e 0 sedimento foi ressuspendido
em 350 uL detampdo delise RLT (Qiagen, Hilden, Alemanha). O ARN total foi extraido com
0 RNeasy Micro Kit (Qiagen) de acordo com as instrucbes do fabricante. Ver secdo de
metodol ogias para detal hes.
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5.2.6 Andlise estatistica

Todos os dados foram expressos como média + desvio padréo. Comparagdes entre 0s
grupos foram avaliadas pel o teste de Mann-Whitney. Mudancas sequenciais do exercicio agudo
foram avaliados por andlise de medidas repetidas de variancia para dados (ANOVA) com
distribuicdo normal. Quando os dados n&o tinham distribuicdo normal, um teste de Friedman
com o teste post hoc de Dunn foi realizado para avaiar as diferencas estatisticas no tempo. A

significanciafoi aceitaem P <0.05.

A correlagdo entre os subgrupos da populacdo de células e a idade foram avaliadas de
acordo com o coeficiente de correlagdo de Spearman. A percentagem de diferencgas foi testada
usando tabulagdo cruzada e teste qui-quadrado. Todas as andlises estatisticas foram realizadas
utilizando o programa SPSS 23.0 (SPSS, Chicago, IL). Pararelatar a forca da intervencdo de
exercicio ou amagnitude do efeito da condic¢do (atletas master vs. controlo) o tamanho do efeito
de Cohen (ES) foi calculado e foi categorizada pela convencao: d = 0.2 pequeno efeito; d = 0.5

efeito médio; d = 0.8 ou mais, grande efeito, utilizando G * Power Versao 3.1.9.2.

5.3 RESULTADOS

N& foram observadas diferengas significativas na proporcdo (%) de Tregs
CD4'CD25™9"CD127"™ quer dentro da populagdo total de linfocitos nem na populaco de
células T CD4", entre os dois grupos estudados, no momento Pre (Tabela 5.3, P = 0,890). A
frequéncia das subpopulagdes de Tregs naive (CD45RA™) e memdria (CD45RA") também foi
semel hante nos dois grupos (Tabela 5.3).

N&o houve efeito significativo do exercicio agudo sobre a proporcdo de Tregs
CD4'CD25™9"CD127"™ na proporcéo total de linfdcitos e células T CD4" (Tabela 5.3).
Contudo, o exercicio agudo induziu um aumento significativo no nimero de Tregs em Post
tanto no grupo dos atletas master como no grupo controlo (Tabela 5.3, P = 0.034, ES = 0.31
para masters; P = 0.033, ES = 0.53 para o controlo). Os respetivos valores retornaram para 0s

valores similares ao pré-exercicio em 1h (Tabela 5.3).
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Tabela 5.3. Frequéncia (nos linfécitos totais ou dentro das células T CD4") e contagens
absolutas (x10%mL) de Tregs CD4*CD25™"CD127%™, em resposta ao exercicio agudo.

CélulasT reguladoras Pre Post 1lh
%Total Ly

Controlo 0.69+0.25 0.63+0.20 0.65+ 0.27
Masters 0.68 + 0.23 0.61+0.23 0.58 + 0.25
% LyT CD4

Controlo 6.13+ 1.36 5.72+1.22 6.40 + 1.80
Masters 6.80 + 1.43 6.44 + 1.42 7.43+0.91
Valores absol utos (contagem)

Controlo 0.048 + 0.017 0.058 + 0.020* 0.042 + 0.025
Masters 0.049 + 0.021 0.056 + 0.024* 0.044 + 0.023
Tregs Naive (% of Tregs)

Controlo 1150+ 4.91 15.20+8.72 10.17+ 455
Masters 14.37+7.05 1415+ 6.74 11.96+6.11
Tregs Memoria (% of Tregs)

Controlo 88.49 + 4.91 84.79 + 8.72 89.82 + 4.55
Masters 85.62 + 7.05 85.84 + 6.74 87.83 + 6.02

Valores sdo Média+ SD. Controlo (N = 10), Atletas master (N = 19). Pre (antes), Post (10 min pds-exercicio), 1h
(1 h pés-exercicio). * P<0.05 Post comparado ao Pre.

A expressdo do mRNA das moléculas FoxP3 e TGF-B foi semelhante em todas as
medi¢bes em ambos o0s grupos. De modo semelhante, a expresséo mRNA da IL-10 n&o foi

alterada em resposta ap exercicio (Figura5.1).

Figura 5.1. Efeito do exercicio agudo sobre expressio dos genes FoxP3, TGF-B elL-10 em Tregs
CD4*CD25"'9"CD 127%™ purificadas.

Os dados sao apresentados como média = SD. Para o cllculo da média somente foram incluidos os
valores de NGE dos casos expressos (FoxP3, Pre = 9 controlos e 17 masters; Post = 7 controlos e 18
masters; 1h =5 controlos e 16 masters. TGF-f3, Pre = 6 controlos e 18 masters; Post = 5 controlos e 18
masters; 1h = 3 controlos e 18 masters. IL-10, Pre = 2 controlos e 11 masters; Post = 5 controlos e 12
masters; 1h = 2 controlos e 9 masters. Abreviaturas: Pre (antes), Post (10 min pés-exercicio), 1h (1 h

pos-exercicio); Tregs: T reguladoras; NGE: Expressao génica hormalizada.
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Interessantemente, a percentagem de casos em gue a expressdo do mRNA daIL-10 foi
detetada, permaneceu inalterada no grupo de masters (Pre = 61.1%; Post = 66.7% e 1h = 50%
detodos os sujeitos), enquanto no grupo controlo, houve umatendéncia para um menor nimero
de casos que expressam MRNA para |IL-10 (Pre = 22.2%; Post = 55.6% e 1h = 22.2%) (Tabela
5.4). Para FoxP3 e TGF-B, ap0s 0 exercicio, 0 numero de casos detetados também foi diferente
entre os grupos, com resultados mais elevados para os atletas (Tabela 5.4). A expresséo de
genes de referéncia CYCL1 e de GAPDH foi detetada em todas as amostras, confirmando a
viabilidade das células.

Tabela5.4. Nimero de casos detetados para expressdo do mRNA Foxp3, TGF-B e IL-10.

Foxp3
Sim 9 (100) 17 (94)
N&o 0 (00) 1 (06)

7(78)  18(100)
2(22) 0 (00)

5(56)  16(89)

a@ay 201 OO0

0471 | 0.038 |

IL-10
Sim 2(22)  11(61)
7(79) 7 (39)

5(56) 12 (67)
4 (44) 6(33)

2(22) 9 (50)

7(78) 0.166

0.057 | 0573

P= Pearson Chi-Square. Pre (antes), Post (10 in pos-exercicio), 1h (1 h pés—excici 0).

A concentracdo plasméticadalL-10 foi significativamente maior nos atletas master em
comparagdo com o grupo controlo antes e depois do teste de exercicio (P < 0.001, ES = 2.57).
O exercicio agudo ndo influenciou as concentragdes de IL-10 (Figura 5.2).

A expressdo de KLRG1 foi observada em aproximadamente 2% das Tregs nos atletas e
de 3.1% das Tregs no grupo controlo, mantendo-se inalterada em Post e em 1h (Figura5.3). De
interesse, no entanto, foi novamente o nimero de individuos que expressam este marcador de
senescéncia: 6 de 18 (33%) no grupo de atletas contra 5 dos 10 (50%) no grupo controlo (Tabela
5.4).
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Figura 5.2. Efeitos agudos do exercicio sobre osniveisde | L-10 no plasma.
Os dados sdo apresentados como média+ DP. Pre (controlo, N = 8; masters, N = 16); Post (controlo, N
= 10; masters, N = 16); 1h (controlo, N = 4; masters, N = 16). * P < 0.001. Pre (antes), Post (10 min

pés-exercicio), 1h (1 h pés-exercicio).

Figura5.3. Percentagem de TregsKLRG1".
Os dados sdo apresentados como média £ DP. Pré (antes); Post (10 min pos-exercicio); 1h (1 h pds-
exercicio). Controlo (N = 6 casos positivos do total de 10 individuos); Atletas master (N = 5 casos

positivos do total de 18 individuos).

Quando as proporcdes de Tregs naive, no sangue periférico, foram analisadas de acordo
com aidade dos sujeitos, umafracatendéncia paraadiminui¢do com aidade foi observada para
o grupo controlo (Fig. 5.4B), enquanto que no grupo atletas master atendéncia oposta (aumento
da proporcéo de Tregs naive) foi encontrada (Fig. 5.4A). Quando o mesmo procedimento foi
realizado para subconjunto de Tregs de memaria, tendéncias opostas foram encontradas (fraca
tendéncia de aumento para o grupo controlo e fraca tendéncia para reducdo no grupo de atletas
master) (Fig. 5.4C e5.4D).
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Figura 5.4. Propor ¢bes de Tregs naive e de memoria em funcéo da idade.

A: As proporcdes de Tregs naive (CD45RA") dentro do total da populagdo de células T CD4" no grupo
de atletas master (N = 19). B: As proporcdes de Tregs naive (CD45RA™) dentro do total da populagdo
de células T CD4" no grupo controlo (N = 9). C: As proporcoes de Tregs memoria (CD45RA") dentro
do total da populagéo de células T CD4" no grupo de atletas master (N = 19). D: As proporc¢des de
Tregs memoria (CD45RA") dentro do total da populagdo de células T CD4" no grupo controlo (N = 9).

Correlagdes foram determinadas pelo coeficiente de correlacdo de Spearman.

Quando os nimeros absol utos de Tregs foram calculados, um nimero estével de Tregs

naive e de memariaforam encontrados para ambos os grupos (Figura 5.5).
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Figura 5.5. Numer os absolutos de Tregs naive e memoria.

A: Valores absolutos de Tregs naive (CD45RA™) dentro do total da populagdo de células T CD4" no
grupo de atletas master (N = 19). B: Valores absolutos de Tregs naive (CD45RA") dentro do total da
populacdo de células T CD4" no grupo controlo (N = 9). C: Valores absolutos de Tregs meméria
(CD45RA") dentro do total da populagédo de células T CD4" no grupo de atletas master (N = 19). D:
Valores absolutos de Tregs meméria (CD45RA") dentro do total da populagdo de células T CD4" no

grupo controlo (N = 9). Correlagdes foram determinadas pelo coeficiente de correlacéo de Spearman.

5.3 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

O objetivo deste estudo foi quantificar e caracterizar funcionalmente as Tregs do sangue
periférico antes e apds uma sessdo de exercicio, em dois grupos com diferencas distintas em
habitos de exercicio ao longo da vida: atletas master e um grupo controlo saudavel pareados
por idade. Os principais resultados deste estudo mostram gue ambos 0s grupos tém niveis

semelhantes de Tregs circulantes em repouso, bem como de linfécitos e células T CD4".
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Funcionalmente, no grupo de atletas master as Tregs parecem estar mais ativadas em
comparagao com o grupo controlo. Encontramos niveis ligeiramente aumentados da expressao
génica de FoxP3, TGF-B e IL-10, associado a um maior himero de casos onde se observa a
amplificacdo, o que estaria de acordo com 0 aumento da concentragdo plasmaticada lL-10 nos
atletas master. N&o se observam diferencas entre o marcador de senescéncia KLRG1 entre os

dois grupos.

Atletas master e controlos mostraram ter numeros semelhantes de Tregs
CD4'CD25"CD127%™ circulantes no inicio do estudo, sugerindo que o treino ao longo da
vida ndo afeta 0 nUmero destas células. As Tregs sdo conhecidas por manter a auto-tolerancia
e controlar respostas imunes excessivas aos antigénios. O ganho, dependente da idade, da
atividade das Tregs pode resultar numa imunidade enfraguecida, traduzida pelo aumento do
risco de desenvolvimento de doengas malignas e infegcdes. Por outro lado, a perda relacionada
com a idade, da funcdo das Tregs poderia causar um estado imune sobre-ativo, que tem sido
reportado em idosos como maior estado de inflamagdo e aumento do risco de autoimunidade
(Jagger, Shimojima, Goronzy, et al., 2014).

O numero de estudos que examinou o efeito do exercicio na fungdo, fendtipo e efeitos
supressores das Tregs € pegueno. Alguns investigadores mostraram que o exercicio aumenta o
numero e fungdo das Tregs em ratinhos (Wang, Song, Tang, et al., 2012; Uchiyama, Jin, Yin,
et al., 2015), em model os animais de asma (Lowder, Dugger, Deshane, et al., 2010) e humanos
(Teixeira, Rama, Carvaho, et al., 2014; Lages, Suffia, Vdlilla, et al., 2008; Handzlik, Shaw,
Dungey, et al., 2013).

Neste estudo, observamos gue a contagem absoluta de Tregs aumentou imediatamente
ap0s 0 exercicio em ambos os grupos. E bem conhecido que os esforgos méximos tem efeitos
profundos sobre a contagem de leucdcitostotais, marcados por umarespostainflamatériaaguda
que é caracterizada por leucocitose, pela ativacdo de leucdcitos, libertacdo de mediadores
inflamatorios e dano tecidual (Tossige-Gomes, Ottone, Oliveira, et al., 2014). No nosso estudo
foi observado um aumento no nimero absoluto de granulécitos, mondcitos e linfécitos,
argumentando que parte da leucocitose observada nos grupos controlo e de atletas pode ser
devido a uma resposta inflamatéria local causada pela lesdo de tecido. No entanto, esta é uma
resposta temporaria e uma hora ap6s o exercicio os valores voltaram aos valores pré-exercicio.

Devido a isso, a hip6tese do aumento observado nas Tregs apds o exercicio (Post) refletir
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simplesmente 0 aumento do nimero total de linfocitos ndo deve ser descartada (Handzlik,
Shaw, Dungey, et al., 2013).

N&o encontrdmos diferencas na expressdo do mRNA de FoxP3, TGF-B e IL-10 nas
Tregs purificadas antes e apds o exercicio, embora 0 grupo de atletas master tenha apresentado
valores ligeiramente mais altos em todos os momentos de medida (Figura 5.1). No entanto, 0
numero de casos detetados foi diferente entre os grupos (P<0.05). O maior nimero de casos
detetados em atletas master parao mRNA do FoxP3 apds o exercicio (Tabela 5.4) implica que
o treino ao longo da vida influéncia respostas agudas ao exercicio para o fator de transcricéo
das Tregs em atletas master. Yeh et al. (2009) demonstraram que o exercicio fisico aumentou
a expressao de Foxp3 nas células T, na periferia, em doentes diabéticos Tipo 2. Lowder e
colegas mostraram que, 0 exercicio aerébico de intensidade moderada aumentou a popul agéo
Tregs/FoxP3" no interior do compartimento pulmonar em ratos (Lowder, Dugger, Deshane, et
al., 2010). Em vista deste resultado, os autores concluiram que o aumento mediado pelo
exercicio no nimero de Tregs dentro das vias aéreas pode ser 0 mecanismo pelo qual o exercicio

atenua respostas asmaticas in vivo (Y eh, Chuang, Lin, et al., 2009).

Yeh et a. (2006), mostraram que a producdo de TGF-B e IL-10 pelas Tregs, sob a
estimulagdo do virus varicela zoster, foi aumentada depois de um programa de 12 semanas de
tai chi chuan em voluntérios de meia-idade, o que estd de acordo com 0s nossos resultados.
Encontramos que o exercicio agudo aumentou o nimero de casos detetados para 0 mRNA do
TGF-B e dalL-10 em atletas master, mas ndo no grupo controlo (Tabela 5.4), possivelmente
com influéncia de um efeito residual do treino — exercicio cronico realizado pelos atletas. O
TGF-B tem potentes propriedades imunomoduladoras e pode induzir a secrecéo de IgA. Isto
sugere uma melhoria nas defesas pelaimunidade das mucosas que levaria a um risco menor de
doencas infeciosas (Y eh, Chuang, Lin, et al., 2006). Além disso, 0 TGF-B pode desempenhar
um papel essencia na supressdo da inflamagdo, por inibir a atividade de linfécitos T e B e
células NK. Além disso, o TGF-B também influencia a producéo de outras citocinas por meio
de mecanismos dependentes e independentes de FoxP3 (Y oshimura, Wakabayashi & Mori,
2010).

Uma das principais moléculas identificada como responsavel pela imunomodul agéo
mediadapor TregséallL-10. E, portanto, possivel, que amaior concentragio plasméticadallL-

10 possa estar associada com o aumento do nimero de Tregs circulantes, a principal fonte de
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IL-10 no corpo (Gleeson, Bishop, Stensdl, et al., 2011). No nosso estudo, a expresséo do gene
dalL-10foi similar entre os dois grupos nalinha de base (Pre), mas as concentragdes de IL-10
no plasma foram mais elevadas no grupo de atletas master. Handzlik e colegas (2013)
mostraram que cargas elevadas de treino estdo associadas com contagens superiores de Tregs
em repouso e uma maior producdo de IL-10 apos estimulagdo por antigénio. Ao mostrar uma
forte relagdo entre o aumento do nimero de Tregs e elevada produgdo de IL-10 in vitro, os
autores sugeriram gue os atletas tinham uma maior capacidade para produzir IL-10 por causa
do aumento do nimero de Tregs. Por outro lado, Hwang e colaboradores mostraram que Tregs
de individuos idosos (idade > 65 anos) inibiam a proliferacéo das células responsivas e que a
producdo deIL-10 foi reduzida (Hwang, Kim & Kang, 2009). Isto esta de acordo com 0S nossos
resultados, umavez que eles demostram concentragdes mais baixas de IL-10 no grupo controlo
(Figura 3). Em conjunto, estes resultados apoiam os efeitos anti-inflamatérios do exercicio no

model o proposto por Gleeson e colegas (Gleeson, Bishop, Stensdl, et al., 2011).

Recentemente, a expressdo da KLRG1 em Tregs tem sido associada com a alteragoes
funcionais e senescéncia (Tauro, Nguyen, Li, et al., 2013). Num modelo de doenga autoimune,
Tregs KLRG1" expressavam niveis elevados dos marcadores de ativacdo CD25 e FoxP3 e
estavam numa fase de diferenciacéo terminal. Além disso, Tregs KLRGL1" produziam mais IL-
10. Os nossos resultados mostraram que uma percentagem muito pequena de Tregs
expressavam KLRGL1 e diferencas (embora ndo significativas) foram observadas no nimero de
casosem que as Tregs expressavam KLRG1, entre os grupos. A percentagem de TregsKLRG1"

foi cerca de 50% mais baixa no grupo de atletas master em comparagéo com o grupo controlo.

N&o foram observadas diferencas nas populagdes de Tregs naive e memaria entre 0s
atletas master e os controlos. Consistente com estudos anteriores (Hwang et al. 2009) a maior
percentagem das Tregs era de memoria (CD45RA"). A discriminagdo entre Tregs naive e
memoria € biologicamente relevante. Embora ambas exercem uma acdo supressora, elas
possuem recetores de homing distintos, que permitem a migracdo entre os 0rgdos linfoides e
tecidos inflamados (Miyara, Y oshioka, Kitoh, et al., 2009; van der Geest, Abdulahad, Tete, et
al., 2014). As Tregs naive podem desempenhar um papel importante na manutencdo do pool de
Tregs em adultos, ao passo que o aumento de Tregs de memodriafoi associado a uma resposta
humoral a vacinas diminuida (van der Geest, Abdulahad, Tete, et al., 2014). Entretanto, as
Tregs naive e memoéria apresentaram um comportamento ligeiramente diferente quando os

dados foram correlacionados com a idade. Outros estudos (Booth, McQuaid, Sobande, et al.,
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2010; Miyara, Yoshioka, Kitoh, et al., 2009; van der Geest, Abdulahad, Tete, et al., 2014)
haviam mostrado que a proporcéo de Tregs naive nacirculagdo diminui com aidade, enquanto
que a proporcdo de Tregs de memoria aumenta. Observdmos uma tendéncia das Tregs naive
diminuirem no grupo controlo e das Tregs de memoria aumentarem com a idade. JA no grupo
de atletas master, observou-se uma tendéncia para 0 aumento das proporcdes de Tregs naive
com a idade (Figura 4). Sugerimos gque novos estudos sejam realizados incluindo um nimero

maior deindividuos e também com outras faixas etérias para confirmar ou refutar esta hipétese.

5.4 CONCLUSAO

O numero das Tregs foram os mesmos nos atletas master e no grupo controlo, sugerindo
gue o treino ao longo davida ndo interfere na perda ou aumento no nimero destas células. Além
disso, as Tregs parecem estar mais ativadas nos atletas master em comparagdo com 0 grupo
controlo. Encontramos niveis ligeiramente aumentados da expressao génica de FoxP3, TGF-B
e lL-10, associado a um maior nimero de casos onde se observou a amplificacdo, o que estaria
de acordo com o aumento da concentragcdo plasmética da IL-10 nos atletas master. N&o se
observam diferencas entre o marcador de senescéncia entre os dois grupos. Pesquisas futuras

devem incluir amostras maiores e testes funcionais.
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6. ESTUDO 3: A INFLUENCIA DO TREINO AO LONGO DA VIDA SOBRE A
MOBILIZACAO DE LINFOCITOS T SENESCENTES EM RESPOSTA AO
EXERCICIO AGUDO MAXIMO.

Resumo:

Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do treino ao longo da vida sobre a

senescéncia e sua mobilizagdo de linfécitos T em resposta ao exercicio agudo.

M étodos. Dezanove atletas master que participavam regularmente em treino e competi¢coes por
mais de 20 anos ao longo da vida e um grupo controlo constituido por 9 individuos de mesma
idade e saudaveis fizeram parte deste estudo. Todos os individuos realizaram um teste
progressivo até a exaustdo num cicloergdémetro. As amostras de sangue foram obtidas antes
(Pre), 10 min pos-exercicio (Post) e 1 h pés-exercicio (1h). O estudo fenotipico das células T
do sangue periférico foi efetuado por citometria de fluxo. A expressao de genes de interesse foi

feitaem células T purificadas por cell sorting.

Resultados: N&o se observaram ateracOes estatisticamente significativas para as células T
CD4" e T CD8" e suas subpopul agdes entre atletas master e controlos em todos os momentos
de medida. A idade mostrou ter efeito negativo na subpopulacéo de células T CD8" naive e
positivo para as células T CD8" SLEC (short-lived effector cell). O VO, influenciou
negativamente a percentagem total de linfocitos e positivamente a proporcéo de células T CD4*
naive. Atletas master tém menor percentagem de células T CD8" naive, memoria-central e
memoria-efetora senescentes e de células T CD4" naive e memoria-efetora senescentes. Nao se
observaram diferencas nas células efetoras-terminais para as varias condi¢es do estudo. A
expressao de MRNA do gene CCR7 paraascélulas T CD8' naive e do gene FasL. paraascélulas
T CD8' efetoras-terminais ndo foi diferente entre masters e control os e ndo mudou em resposta

ao teste de esforgo maximo.

Conclusdo: Em conclusdo, a manutencéo de atos niveis de aptiddo aerébia durante o curso

natural do envelhecimento pode gjudar a prevenir o acumular de células T senescentes.

Palavras-chave: Imunosenescéncia; KLRGL1; Citomegalovirus, CCR7; FasL; espago imune.
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6.1 INTRODUCAO

O declinio com a idade na funcdo imune, referido como imunosenescéncia, esta bem
caracterizado no sistema imune adaptativo, e, em particular, entre as células T. Caracteristicas
de imunosenescéncia obtidas no pool de células T, incluem baixos nimeros de células T naive
(em especia nas células T CD8") e um elevado nimero de células T de memaria (células T
CD8" especialmente no estagio final de diferenciacéo) (Appay & Sauce, 2014; Fiildp, Larbi &
Pawelec, 2013; Pawelec, 2012, 2014), respostas diminuidas avacinacéo (M oro-Garcia, Alonso-
Arias, LOpez-Vazquez, et al., 2012; Turner, Campbell, Edwards, et al., 2014) e um récio
CD4:CD8 menor que 1.0 (Luz Correa, Ornaghi, Cerutti Muller, et al., 2014). Estas alteracOes
sdo também potencializadas pela infecdo por citomegalovirus (Wills, Akbar, Beswick, et al.,
2011).

Foi sugerido que o exercicio pode exercer um efeito “anti” imunosenescéncia (Simpson,
2011b; Simpson & Guy, 2010), talvez por atrasar o inicio do envelhecimento imunol 6gico ou
mesmo melhorar arespostado sistemaimune em pessoas maisvelhas (Muller & Pawelec, 2013;
Simpson & Guy, 2010; Simpson, 2011b; Simpson, Lowder, Spielmann, et al., 2012; Turner,
2016). Esta teoria tem sido desenvolvida com base na evidéncia de que o exercicio “estimul@’
a funcdo imune (Walsh, Gleeson, Shephard, et al., 2011; Walsh, Gleeson, Pyne, et al., 2011).
O treino moderado ou intenso ao longo da vida leva a respostas imunes mais fortes e por um
maior tempo, por exemplo, no titulo de anticorpos de vacinas contra a gripe, resultando em
individuos mais protegidos (de Araljo, Silva, Fernandes, et al., 2015). Além disso, a
imunovigilancia exercida pelos linfocitos, onde estas células tem a capacidade de reconhecer
antigénios associados a virus, bactérias ou tumores e de desenvolver respostas especificas a
estes, pode ser facilitada pela linfocitose transitéria e subsequente linfopenia induzida por
sessfes de exercicio (Gleeson & Bishop, 2005; Turner, 2016). Além disso, alguns tipos de
exercicio sdo anti-inflamatorios, e se repetidos regularmente ao longo da vida, ha uma menor
morbidade e mortalidade por doengas com etiologia imunoldgica e inflamatoria (Gleeson,
Bishop, Stensel, et al., 2011). Assim, muitos aspetos da fungdo imune mudam com o
envelhecimento, e algumas alteragdes podem ser restauradas transitoriamente pelo exercicio.
Uma teoria recente propds que o exercicio pode provocar efeitos preventivos e/ou reparadores
naimunosenescénciadas cdlulas T (Simpson, 2011b; Simpson & Guy, 2010). Resumidamente,

propde-se que trés processos resultem neste efeito. Em primeiro lugar, as células de um fendtipo
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diferenciado de fase final sdo mobilizadas para o sangue periférico durante o exercicio
(Campbell, Riddell, Burns, et al., 2009; Simpson, Florida-James, Cosgrove, et al., 2007,
Simpson, Cosgrove, Cheg, et al., 2010). Em segundo lugar, essas células extravasam a partir de
sangue (homing) para os tecidos periféricos e/ ou inflamados 1-2 h ap6s o exercicio (Dhabhar,
2014; Walsh, Gleeson, Shephard, et al., 2011; Walsh, Gleeson, Pyne, et al., 2011). Nesteslocais
as células seriam expostas a uma série de estimulos pro-apoptéticos (por exemplo, espécies
reativas de oxigénio, glucocorticoides, citocinas) podendo causar a apoptose destas células
(Krlger, Frost, Mogt, et al., 2009). A terceira fase e hip6tese final, propde que o repertério de
células T naive é capaz de expandir em resposta ao “espaco imune” quefoi criado, iniciado por
um loop de feedback negativo hipotético que governao nimero decélulas T naive e de memaria
(Simpson, 2011b; Haugen, Norheim, Lian, et al., 2010).

Apesar de varios estudos sugerirem que o exercicio pode retardar o envelhecimento
biol 6gico humano, os efeitos do exercicio de longo prazo sobre afuncéo das células T ndo sdo
bem conhecidos (Moro-Garcia, Fernandez-Garcia, Echeverria, et al., 2014; Prieto-Hinojosa,
Knight, Compton, et al., 2014; Cosgrove, Galloway, Nedl, et al., 2012; Teixeira, Rama,
Carvaho, et al., 2014). Por isso, 0 objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do treino ao longo

da vida sobre a senescéncia e mobilizagdo de linfécitos T em resposta ao exercicio agudo.

6.2 MATERIAISE METODOS

6.2.1 Participantes

As caracteristicas dos participantes deste estudo estdo apresentadas na Tabela 6.1.
Similarmente aos estudos anteriores, o grupo de atletas master e o grupo controlo eram deidade,
estatura, peso corpora e IMC semelhantes. Os atletas tinham maior VO,,,, em vaores
absolutos e relativos, em comparagdo com o grupo controlo. A amostra foi composta por 19

atletas master e 9 controlos (Tabela6.1). N&o foi feita estratificacéo dos grupos por género.
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Tabela 6.1. Caracterizacdo da amostra.

Controlo Atletas master
|dade (anos) 53.7 + 6.04 53.5 + 8.94
Estatura (cm) 169.7 £ 8.23 171.5+5.86
Peso corporal (kg) 7045+ 13.71 74.7 +15.17
IMC (kg.m?) 24.6+3.18 25.7 + 4.65
V Ospex (L.Min-1) 2094.55 + 4.14* 2859.5 + 697.22
V Oz (ML .kg-1.min-1) 29.29 + 697.22* 40.36 + 11.55

Valores sio Média + desvio padréo (SD). Controlo (N = 9); Masters (N = 19). Abreviaturas: IMC= indice de
Massa Corporal; VO,,,= Consumo méximo de oxigénio. * P < 0.01 comparado aos atletas master.

6.2.2 Protocolo experimental e recolhas de sangue

No laboratério e apos triagem (ver segdo Materiais e M étodos para detalhes), amostras
de sangue venoso (10 ml) foram colhidas a partir da veia antecubital por puncdo venosa e
armazenadas em 2 tubos Vacutainer K3EDTA (Becton-Dickinson, Oxford, Reino Unido). As
amostras de sangue foram mantidas sob refrigeracdo até os procedimentos de citometria de
fluxo e sorting celular. Seguindo a realizagdo do protocolo para a determinagdo do VO,
(detalhes do teste podem ser vistos na 3.2.4 do Capitulo 3), mais duas amostras de sangue (10
ml) foram recolhidas 10 min e 1h apds o término do teste. Os procedimentos da recolha foram
0S mesmos para os 3 momentos de medida e estdo previamente detalhados na se¢éo 3.2.5 do

Capitulo 3.

6.2.3 Citometria de fluxo

Os estudos de imunofenotipagem no sangue periférico foram realizados utilizando um
conjunto de oito anticorpos monoclonais conjugados com diferentes fluorocromos, sendo as
amostras adquiridas no citdmetro FACS Canto Il (BD Bioscience, San Jose, CA, EUA). Um
model 0 esquemético da estratégia utilizada para definir as diferentes popul agdes de células esta4

naFigura6.1.
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Figura6.1. Estratégia de andlise utilizada para definir asdiferentes populagdes de células T CD4"
e CD8" eparaa% das células que expressam o marcador KLRG1.

A populagdo de linfocitos foi definida com base na sua baixa granularidade (side scatter) e seu pequeno
tamanho (foward scatter) (Figura 6.1a). Os linfocitos T foram identificados de acordo com sua
positividade para CD3 (Figura 6.1b). As células T CD4" e T CD8" foram definidas com base na sua
positividade para CD4" e CD8", respetivamente (Figura 6.1c). Cada subpopulagéo de células T CD4" e
T CD8" foi divida em naive (CD27°/CD45RA"), meméria-central (CM; CD27"/CD45RA"), memdria-
efetoras (EM; CD27/CD45RA") e efetoras-terminais (EMRA; CD27/CD45RA") (Figura 6.1d, €). As
células T CD8" ainda foram subdivididas em mais uma populagdo, SLEC (CD27"™, CD45RA™)
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(Figura 6.1f). Todas as popul agbes foram analisadas quanto a sua positividade para 0 marcador KLRG1
(Figura6.19).

6.2.4 Purificacédo celular e analise do mRNA em células purificadas

Aposapurificagdo dascélulas T CD8' naive e efetoras-terminais por FACSAriall (BD)
de acordo com o seu fenétipo tipico, o contelido das células purificadas foi transferido paraum
tubo Eppendorf de 1,5 ml e centrifugado durante 5 min a300 g e 0 sedimento foi ressuspendido
em 350 uL detampdo delise RLT (Qiagen, Hilden, Alemanha). O RNA total foi extraido com
0 RNeasy Micro Kit (Qiagen) de acordo com asinstrugoes do fabricante (ver secfes3.4.1e 3.5
do Capitulo 3 para detalhes).

6.2.5 Andlise estatistica

Os resultados descritivos sdo apresentados como médias = desvio padrdo (DP). A
distribuicéo Gaussiana para cada parametro foi avaliada por um teste de Shapiro-Wilk. O nivel
afafoi gustado em 0.05. Para as andlises de mudanca, considerando o planeamento multinivel
do estudo [unidades de nivel 1 (intra-individual) dentro de cada unidade de nivel 2 (individuos
de diferentes grupos)], foram construidos modelos hierérquicos de efeitos aleatérios (REM)
usando uma abordagem de modelagem multinivel (MLwiN v2.26, Center for Multilevel
Modeling, Universidade de Bristol, Bristol, Reino Unido) (Baxter-Jones, Mirwald, McKay, et
al., 2003).

Modelos de andlise que continham variaveis medidas em diferentes niveis de uma
hierarquia sdo conhecidos como modelos de regressdo multinivel. O seguinte modelo
multinivel polinomia aditivo foi adotado para descrever as mudancas em resposta a um

protocol o de esfor¢co méaximo:

Vi=(a+p) +(B+V) X+ @y +22++20) &
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Esta equacéo € um exemplo de REM no qual os coeficientes de regressdo de nivel 1 séo
tratados como variaveis aleatérias no nivel 2. Neste exemplo, os minutos deinicio (x) estdo nas
partes fixa e aleatdria do modelo. Isto é visto claramente quando a equagdo 1 € rearranjada em

partes fixas e aleatdrias:

Vi = (o + 6 %) + (Zu + 2o + -+ Zup) + (1 + VX + &)

ondey é a%Total Ly, %Tota LyT, %LyT, %Tota CD4", %CD4", %Total CD8" e %CD8";
células T CD4" naive, memdria-central (CM), memoéria-efetora (EM) e efetoras-terminais
(EMRA) ; células T CD8" naive, memoria-central (CM), memodria-efetora (EM) e efetoras-
terminais (EMRA); LYyT/KLRG1', %CD4"/KLRG1",  %CD4"/naive/KLRGL",
%CD4"/CM/KLRG1", %CD4'/EM/KLRG1" e%CD4"/EMRA/KLRG1" naocasido damedicdo
i noj" individuo, a é aconstante paracadaj" individuo, 8, x; é ainclinagéo para os parametros
dependentes ao longo do tempo (isto € minuto de medida) paraj™ individuo; e z, az, foram os
coeficientes das variaveis explicativas (por exemplo, idade, sexo, VO,,,, €tc.) ha ocasido da

avaliagdo i no j™ individuo. Estes foram os parametros fixos no modelo.

Ambos u;, vX; e g; formaram os paréametros al eatorios no modelo. Eles foram assumidos
como independentes e seguem uma distribui¢do normal, com médias iguais a zero e variancia
o’. &~N[O,var(g;)] foi o nivel residual 1 (variagdo intra-individual) para a i" avaliagdo de
%Total Ly, %Total LyT, %LyT, %Total CD4", %CD4", %Tota CD8" ou %CD8"; células T
CD4" naive, memodria-central (CM), memdéria-efetora (EM) ou efetoras-terminais (EMRA);
células T CD8" naive, meméria-central (CM), meméria-efetora (EM) ou efetoras-terminais
(EMRA); LyT KLRG1", % LyT CD4'KLRG1", %CD4"/naive/KLRG1", %CD4"/CM/KLRG1"
ou%CD4'/EM/KLRGL", %CD4'/EMRA/KLRGL' no " individuo. Além disso, p,~N[O,var(u)]
foi a variancia de intercetagdo entre individuos e ¥;x;~N[O,var(»x;)] foi a variancia de
inclinagcdo entre individuos, sendo assim utilizadas como variancias de residuos de nivel 2
(entre sujeitos) para o j™ individuo. A equagio pxviX~N[O,var(uxv;x;)] explicou as relagoes
de covariancia entre os interceptos e slopes no model o (Baxter-Jones, Mirwald, McKay, et al.,
2003; Jackowski, Baxter-Jones, Gruodyte-Raciene, et al., 2015).

Modelos foram construidos usando um procedimento stepwise, ou sgja, variaveis
preditoras (efeitos fixos z) foram adicionadas uma de cada vez, e as estatisticas de razéo de

verossimilhanca foram usadas para julgar 0 gjuste estatistico do modelo (Baxter-Jones,
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Mirwald, McKay, et al., 2003). Asvariaveis preditoras (z) foram aceitas como significativas se
o coeficiente médio estimado fosse maior do que o dobro do erro padrdo da estimativa. Se 0
critério de retencdo ndo foi cumprido, avariavel preditorafoi descartada. Funcfes de poténcia
do minuto de medida foram introduzidas nos model os lineares para permitir a ndo-linearidade
de mudancas nos parametros dependentes. As varidveis a seguir foram introduzidas como
preditores nos modelos multinivel: minuto de medida, minuto de medida?, idade, estatura,
massa corporal e VO,,,,. Foram criadas varidveis dummy para grupos de sexo e amostra com
participantes do sexo feminino e controlos como categorias de referéncia, respectivamente. Um

total de vinte oito independentes REMs multiniveis foram construidos.

6.3 RESULTADOS

A Tabela 6.2 apresenta o model o de regressdo multinivel paraa % delinfécitos (%T otal
Ly) elinfocitos T (%Tota LyT) dentro dapopulacéo total de células, a% delinfocitos T dentro
da populacdo de linfécitos (%LyT), a % de linfécitos T CD4" e T CD8" dentro da populagédo
total de células (%Tota CD4" e %Total CD8", respetivamente) e a % de linfécitos T CD4" e
linfécitos T CD8" (%CD4" e %CD8", respetivamente). Para os seis modelos, os efeitos
aleatdrios sdo significativos dentro dos individuos, indicando que a %Total Ly, %Total LyT,
%Total CD4", %CD4", %Total CD8" e %CD8" aumenta significativamente em cada minuto de
medida dentro dos individuos (P<0.05). A matriz de variancia entre individuos para cada
modelo indica que os individuos tém curvas significativamente diferentes em termos de seus
interceptos [constante / constante (i) x uj), P<0.05], mas ndo em termos das inclinacbes de
suas linhas [minuto de medida/ minuto de medida (vjxij x vjxij), P>0.05], exceto paraa%Total
CD4" (P<0.05). Além disso, a variancia desses interceptos e slopes ndo esta significativamente
correlacionada [constante / idade (uj x Vjxij), P>0.05], com excecdo da %Total CD8'. A
variagdo entre individuos ndo é, portanto, diferente em diferentes minutos de medida, com
excecdo da%Total CD4" e %Total CD8'.
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Os efeitos fixos que significativamente predisseram a%Total Ly, %Total LyT, %Total
CD4", %CD4", %Total CD8" e %CD8" indicam que uma vez que o tempo de medida é
controlado (1 minuto prevé 0.4%, 0.1, -0.5, -0.05, -0.6, 0.1 e 0.4, respetivamente) nenhum efeito
significativo da participagdo desportiva (controlos vs. masters) foi observado para todas as
variaveis. O VO, teve associacdo independente, significativa e negativacom a%Total Ly (-
0.023 £ 0.0010) (Tabela 6.2).

Tabela 6.3 apresenta 0 modelo de regressao multinivel para a % das células T CD4*
naive, CM, EM e EMRA. Para os quatro model 0s, os efeitos al eatdrios sdo significativos dentro
dosindividuos. A % das células T CD4" naive, CM, EM e EMRA aumenta significativamente
acadaminuto de medidadentro dosindividuos (P<0.05). A matriz de varianciaentre individuos
para cada model o indica que os individuos tém curvas significativamente diferentes em termos
de seusinterceptos ((¢j x yj); P<0.05), mas ndo em termos dasinclinagdes de suas linhas ((vjxij
x Vjxij); P>0.05). Além disso, a variancia desses interceptos e dlopes ndo esta
significativamente correlacionada ((uj x vjxij); P>0.05). A variancia entre individuos néo é,
portanto, diferente nos diferentes minutos de medida. Os efeitos fixos que predisseram
significativamente a % de células T CD4" naive, CM, EM e EMRA indicam que uma vez que
o tempo de medida é controlado (1 minuto prevé -0.01%, -0.4, 0.3 e -0.01, respetivamente),
nenhum efeito significativo da participagdo desportiva (controlos vs. masters) foi observado
para todas as variaveis. O VO,,,, teve uma associacdo independente, significativa e positiva
com % de células T CD4" naive (0.0599 £ 0.0024).

O modelo de regressdo multinivel para valores percentuais para as subpopul agdes de
células T CD8 naive, SLEC, CM, EM e EMRA esta apresentado na Tabela 6.4. Para 0s cinco
model os, os ef eitos al eatdrios sao significativos dentro dosindividuos, e a% de células T CD8*
naive, SLEC, CM, EM e EMRA também aumenta significativamente a cada minuto de medida
dentro dos individuos (P<0.05), como acontece com as subpopulacdes de células T CD4". A
matriz de variancia entre individuos para cada modelo indica que os individuos tém curvas
significativamente diferentes em termos de seus interceptos ((uj x yj); P<0.05), mas ndo em
termos das inclinagfes de suas linhas ((vjxij x vjxij); P>0.05), com excecdo da % de clulas T
CD8" SLEC (P>0.05). Além disso, a variancia desses interceptos e dopes ndo esta
significativamente correlacionada ((uj x vjxij); P>0.05). A variancia entre individuos néo €,
portanto, diferente em diferentes minutos de medida, exceto para % de células T CD8" SLEC.

Os efeitos fixos que predisseram significativamente % de células T CD8" naive, SLEC, CM e



EMRA indicam que uma vez que o tempo de medicéo é controlado (1 minuto prediz -0.4%,
0.1, -0.3 e 0.5, respetivamente), nenhum efeito significativo da participacdo desportiva

(controlos vs. masters) foi observado paratodas as variaveis.

Tabela 6.3. Modelos de regressdo multinivel para as subpopulacdes de células T CD4" naive,

memoéria-central (CM), memoria-efetora (EM) e efetoras-terminais (EMRA).

%CD4
Naive CM EM EMRA
Efeitos Fixos
Constante 116.9764+48.9146  50.9481+2.9232 -78.6447+38.3960 1.2080+0.5510
Min de medida -0.0061+0.0140 -0.4028+0.0789 0.2614+0.0515 -0.0097+0.0073
Min de medida? NS 0.0071+0.0012 -0.0046+0.0008 NS
Idade NS NS 0.2820+0.1317 NS
Mulheresvshomens NS 9.1919+3.2184 -11.8384+3.5127 NS
Controlosvs masters NS NS NS NS
Estatura -0.6979+0.3126 NS NS NS
Peso corporal NS NS NS NS
V Oy 0.0599+0.0024 NS NS NS
Efeitos aleatorios

Nivel 1

Constante (g;;) 10.8009+2.0115 11.6590+3.0609 5.0347+0.9431 6.8678+2.0783
Nivel 2

Constante (u;) 78.9011+21.7285 65.4753+19.2889  34.9337+9.6265 2.9954+0.5611

Min de medida NS NS NS NS

(ViXi))

HXViX;; NS NS NS NS

Abreviaturas: %CD4, % das células T CD4"; CM, memdria-central; EM, meméria-efetora; EMRA, efetoras-
terminas; V O,,,,, COnSumo maximo de oxigénio. Os val ores para os Efeitos fixos estéo apresentados como amédia
dos coeficientes estimados + SEE (erro padrdo da estimativa) das subpopulacfes de Naive, CM, EM e EMRA em
%. Os valores para os Efeitos aleatérios estéo apresentados como a média da variancia estimada + SEE (Naive,
CM, EM e EMRA em %9).
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A tabela 6.5 apresenta uma analise comparativada% dascélulas T edascélulas T CD4*
e T CD8" entre o grupo de atletas master e o grupo controlo. Além disso, estaindicadaa% das
células T edascélulas T CD4" e T CD8" que expressam KLRG1. A % dos linfécitos T e dos
compartimentos das células T CD4" e das células T CD8" nao foi diferente entre masters e
controlos. Em relagdo as células que expressam KLRGL1, a% das células T CD4" edas células

T CD8" senescentes € maior nos controlos em relacdo aos masters (P<0.05).

Tabela6.5. Valores percentuaisde células T, células T CD4" ecélulas T CD8" e a percentagem

destas células a expressar KLRG1 antes e em resposta a um protocol o de esfor¢o méaximo.

Pre Post 1h
Masters Controlo Masters Controlo Masters Controlo

LyT 66.28 + 10.45 70.99 £ 6.94 62.46 + 9.06 66.38 + 7.66 67.34+12.10 7216 + 10.13
KLRG1" 6.58 +4.08 9.19+4.92 9.70 £5.77 12.23 + 6.09 8.68+5.33 13.69+ 7.57
T CD4" 58.66 + 8.30 58.73 £ 9.68 51.95+ 10.70 53.15+ 10.20 60.44 + 8.53 60.67 £ 9.58

KLRG1" 8.05+5.06 1349+ 8.17* 11.35+6.79 17.07 £ 9.80* 7.31+4.97 1278 £ 6.17*
T CD8" 30.64 +8.20 31.93+8.18 35.63+ 10.24 35.26 + 8.49 28.37+9.77 30.73+7.14

KLRG1" 25.22+12.94* 36.54 + 14.91 3232+ 1590  42.63+ 12.58* 2214+1283  37.90 + 11.80*

Valores sdo Média + Desvio Padrdo. Controlo (N = 9); Masters (N = 19). Pre (antes); Post (10 min pds-exercicio)
e 1h (1 h pés-exercicio). * P<0.05 comparado aos Atletas master.

A Tabela 6.6 resume os resultados dos model os multiniveis para%LyT KLRG1 ea%
das células T CD4" e suas subpopulacbes que expressam KLRG1 (CD4'/KLRGI1,
%CD4"/naive/lKLRG1", %CD4'/CM/KLRGL", %CD4'/EM/KLRG1" e
%CD4"/EMRA/KLRG1). Os efeitos aleatorios descrevem os dois niveis de variancia, intra-
individual (nivel 1 da hierarquia) e entre individuos (nivel 2 da hierarquia). Para os seis
model os, os efeitos aleatdrios sdo significativos dentro dos individuos, indicando que a % dos
linfocitos T e dascélulas T CD4" e suas subpopul agdes senescentesaumenta significativamente
acadaminuto de medidadentro dosindividuos (P<0.05). A matriz de varianciaentre individuos
para cada model o indica que os individuos tém curvas significativamente diferentes em termos
de seusinterceptos[constante/ constante (1] x uj), P<0.05], mas ndo em termos das inclinagtes
de suas linhas [minuto de medida/minuto de medida (vjxij x vjxij), P>0.05]. Além disso, a

variancia desses interceptos e slopes ndo é significativamente correl acionada [constante / idade



(uj x vjxij), P>0.05]. A variancia entre individuos ndo €&, portanto, diferente nos diferentes
minutos de medida. Os efeitos fixos que significativamente predizem a %LyT/KLRG1",
%CD4'/KLRGL, %CD4*/naive/KLRG1", %CD4"/CM/KLRG1" indicam que, uma vez que 0
tempo de medida é controlado (1 minuto prevé que 0,5%, 0,3, 0,1 e 0,1% respetivamente),
atletas master tem significativamente menor %LyT/KLRG1" (-6.7829 + 3.0608),
%CD4"/KLRG1" (-5.8145 * 24227), %CD4'/naivelKLRG1" (-5.3182 + 2.5761) e
%CD4"/EM/KLRG1" (-4.3505 + 1.9356%) do que os controlos. Entretanto, nenhum efeito
significativo da participagdo no desporto (controlos vs. masters) foi observado para a
%CD4'/EM/KLRG1" e%CD4' /EMRA/KLRGL".

N&o foi encontrada diferencaentre masters e controlos naexpressao de KLRG1, medida
pela intensidade média de fluorescéncia (MIF) para as subpopulacdes de linfocitos T CD4* e
subpopulagbes (%CD4'/naivelKLRG1", %CD4'/CM/KLRG1", %CD4'/EM/KLRG1" e
%CD4"/EMRA/KLRGY") (Figura6.2).

Considerando que a % das células T CD4" e subpopulagdes senescentes
(%CD4"/KLRGL", %CD4'/naivelKLRG1", %CD4"/CM/KLRG1", %CD4"/EM/KLRG1" e
%CD4"/EMRA/KLRG1") aumenta a cada minuto de medida, comparamos os valores médios
da % destas células KLRG1" nos momentos de medida Pre, Post e 1h utilizando ANOVA para
medidas repetidas. Os resultados desta analise estéo apresentados na Figura 6.3. As células T
CD4" senescentes sao mobilizadas pelo exercicio apenas no grupo de atletas master, como
mostra o aumento significativo dascélulas T CD4" senescentes no momento Post (Figura 6.2€),
corroborando os resultados da andlise multinivel (Tabela 6.6). A % das células T CD4"
senescentes retorna aos val ores de repouso em 1h (Figura 6.2e). Isto demonstra que o aumento
significativo da % das células T CD4" senescentes a cada minuto de medida apresentado pelo
model o multinivel ndo é uma resposta linear. O model o indica a ndo-linearidade dos resultados
quando se observam valores negativos para Minuto de medida?, correspondente a0 momento
de medida 1h (Tabela 6.6). Os resultados indicam que a % de células T CD4" naive e MC
senescentes ndo é diferente entre os momentos de medida para os dois grupos. As popul agdes
de T CD4" EM e EMRA aumentam no Post no grupo de atletas master e retornam aos valores
basais em 1h. No grupo controlo a Unica diferenca observada foi paraa % das células T CD4"

EM senescentes com os valores obtidos em 1h inferiores agueles do momento Pre.
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Figura 6.2: Intensidade média de fluorescéncia (MIF) de KLRG1 nas células T
CD4'/naivelKLRG1", CD4'/CM/KLRG1", CD4/EM/KLRG1" e CD4/EMRA/KLRG1", edentro
destasnasCD127* eCD127', anteseem respostaa um protocol o de esfor co maximo para os gr upos
controlo e atletas master.

Os valores estdo apresentados como a média = desvio padrdo. A coluna A indica a MIF das células
KLRG1*; A coluna B indica a MIF das células CD127*; A coluna C indica os resultados das células
CD127. Pre (antes); Post (10 min pds-exercicio) e 1h (1 h pds-exercicio). Controlo (N = 9); Masters (N
=19).



Figura 6.3: Resultados para a percentagem de células T CD4", naive, memoria-central, memoria-
efetora e efetorasterminais que expressam o marcador de senescéncia KLRG1, antes e em
resposta a um protocolo de esfor o maximo para os grupos controlo e atletas master.

Os valores estéo apresentados como a média + desvio padréo. a P<0.05 em comparagdo com os atletas
master no momento Pre. b P<0.05 em comparagdo com os atletas master no momento Post. ¢ P<0.05
em comparagdo com os atletas master no momento 1h. * P<0.05 Post comparado com o momento Pre.
# P<0.05 1h comparado com o momento Post. & P<0.05 1h comparado com o momento Pre.
Abreviaturas: %CD4'/KLRG1" = % de células T CD4" que expressam KLRG1. Pre (antes), Post (10

min pés-exercicio), 1h (1 h pés-exercicio). Controlo (N = 9); Masters (N = 19).
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A Tabela 6.7 resume os resultados do modelo multinivel paraa% de células T CD8" e
subpopulagdes senescentes. Os efeitos aeatdrios sdo significativos dentro dos individuos,
indicando que a% de células T CD8" e subpopul acbes senescentesaumenta significativamente
acadaminuto de medidadentro dosindividuos (P<0.05). A matriz de varianciaentre individuos
para cada model o indica que os individuos tém curvas significativamente diferentes em termos
de seusinterceptos|constante/ constante (uj x uj), P<0.05], mas ndo em termos das inclinactes
de suas retas [minuto de medida / minuto de medida (vjxij x vjxij), P>0.05]. Além disso, a
variancia desses interceptos e slopes ndo é significativamente correl acionada [constante / idade
(uj x vjxij), P>0.05]. A variancia entre individuos ndo &, portanto, diferente nos diferentes
minutos de medida. Os efeitos fixos que predizem significativamente a %CD8/KLRG1",
%CD8'/naivelKLRG1", %CD8/SLEC/KLRGL1", %CD8 /CM/KLRGL1, %CD8/EM/KLRG1"
e %CD8'/EMRA/KLRGL1"indicam que umavez que o tempo de medida é controlado (1 minuto
prevé 0.7, 0.1, 0.7, 0.6 e 0.5 e 0.3 respetivamente), os atletas master apresentam menor
%CD8/KLRGL" (-13.0661 + 4.9568), %CD8'/naivelKLRG1" (-9.3624 + 2.0992),
%CD8/CM/KLRG1" (-7.0282 + 3.0654) e %CD8'/EM/KLRG1" (-12.0034 + 5.4968) do que
os controlos. Ndo foi encontrada nenhuma diferenca entre atletas master e controlos na

expressdo de KLRG1 dos linfocitos T CD8" e subpopul agdes senescentes (Figura 6.4).

Osresultados que estao apresentados na Figura 6.5 mostram que a% das células T CD8*
senescentes é mobilizada pelo exercicio e retornaao valores pré-exercicio em 1h apés ofinal do
teste, no grupo de atletas master. A % de células T CD8' ea% dascélulas T CD8" SLEC, CM,
EM senescentes € mobilizada pelo exercicio no grupo de atletas master. Para todos 0s grupos
celulares os valores retornam ao basal em 1h apds o término do exercicio. No grupo controlo,
apenas a % de células T CD8/CM/KLRG1" aumentou no momento Post e os valores
mantiveram-se elevados em comparacéo ao momento Pre, 1h apds o término do teste. A % das
células T CD8" EMRA senescentes ndo aumenta no momento Post mas diminui em 1h para
valores abaixo dagueles observados no momento Post e do momento Pre, no grupo de atletas
master (P<0.05).
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Figura 6.4: Intensidade média de fluorescéncia (MIF) de KLRG1 nas células T
CD8'/naive/KLRG1", CD8/CM/KLRG1", CD8'/EM/KLRG1" e CD8/EMRA/KLRG1", edentro
destasnasCD127* eCD127', anteseem resposta a um protocolo de esfor co maximo para osgrupos
controlo e atletas master.

Os valores estdo apresentados como a média = desvio padrdo. A coluna A indica a MIF das células
KLRG1*; A coluna B indica a MIF das células CD127*; A coluna C indica os resultados das células
CD127. Pre (antes); Post (10 min pds-exercicio) e 1h (1 h pds-exercicio). Controlo (N = 9); Masters (N
=19).
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Figura 6.5: Resultados para a % de células T CD8', naive, SLEC, memoéria-central, memoéria-
efetora e efetorasterminais que expressam o marcador de senescéncia KLRG1, antes e em
resposta a um protocolo de esfor co méximo para os grupos controlo e atletas master.

Os valores estdo apresentados como a média + desvio padrdo. a P<0.05 em comparagdo com os atletas
master no momento Pre. b P<0.05 em comparag&o com os atletas master no momento Post. ¢ P<0.05
em comparagdo com os atletas master no momento 1h. * P<0.05 Post comparado com o momento Pre.
# P<0.05 1h comparado com o momento Post. & P<0.05 1h comparado com o momento Pre.
Abreviaturas: %CD8"/KLRGL1" = % de células T CD8" que expressam KLRG1. SLEC: short-lived
effector cells. Pre (antes); Post (10 min pés-exercicio) e 1h (1 h pds-exercicio). Controlo (N = 9);

Masters (N = 19).
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A expressdo do mRNA do gene CCR7 para as células T CD8" naive e do gene FasL
para as células T CD8" EMRA nao foi diferente entre masters e controlos. A expressao dos

genes também ndo sofreu alteracéo em resposta ao teste de esforco maximo (Figura 6.6).

Figura 6.6. Efeito do exercicio agudo sobre expressdo dos genes CCR7 em células T CD8" naive
(CD8'CD27°"CD45RA") e FASL em T CD8" EMRA (CD8'CD27'CD45RA™) purificadas.
Os dados sdo apresentados como média = SD. Pre (antes), Post (10 min pos-exercicio), 1h (1 h pés-

exercicio). Controlo (N = 9); Masters (N = 19).

6.4 DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do treino ao longo da vida sobre a
senescéncia e mobilizagdo de linfocitos T em resposta ao exercicio agudo. A hipétese do
aumento da frequéncia das células T terminalmente diferenciadas no sangue apds o exercicio
agudo sugere que a mobilizacdo seletiva e morte destas células pelo exercicio agudo e regular
poderia eventualmente permitir que as células T naive ocupassem 0 espago imune vago e
aumentassem o repertério de células T (Simpson, Cosgrove, Cheg, et al., 2010). A andlise desta
teoriaem atletas master € original e foi testada neste estudo.

Os resultados indicam que a% das células T CD4" e T CD8" e suas subpopul agdes nao
sdo diferentes entre atletas master e controlos em todos os momentos de medida (Tabelas 6.3,
6.4 € 6.5). A idade mostrou ter efeito negativo na % de células T CD8" naive e positivo na %
de células T CD8" SLEC. O VO, influencia negativamente a %Total de linfécitos e

175



positivamente a proporcdo de células T CD4" naive. Diferencas entre masters e controlos,
sugerindo efeitos do treino ao longo davida, foram observadas para as subpopul agdes de células
T CD4" naive e CM senescentes e para as subpopulagdes de células T CD8" naive, CM e EM
senescentes. Em ambos os conjuntos, a % das células EMRA senescentes ndo foi diferente entre

as condicoes.

Em geral, tanto em ratinhos como em humanos, ha uma reducéo gradual do nimero de
células T CD4" e CD8" naive com o envelhecimento, uma consegquéncia da diminuicdo da
producdo destas células pelo timo. Apesar desse decréscimo na producdo timica da puberdade
a velhice, sabe-se que os seres humanos tém uma capacidade notavel de manter niUmeros de
linfécitos relativamente constantes a0 longo de muitas décadas, através da proliferacéo
homeostéticade células T periféricas em adultos saudaveis (Appay & Sauce, 2014). No entanto,
existem diferencas importantes entre as populacbes de células T CD4" e CD8'. Foi
demonstrado, em idosos, que a baixafuncionalidade do timo mostrauma producdo de timocitos
tendenciosaparaascélulas T CD4" (Ferrando-Martinez, Ruiz-Mateos, Hernandez, et al., 2011).
Defato, no estudo de Ferrando-Martinez todos os sujeitos com uma fungdo timicamuito baixa,
definida pela percentagem de timacitos duplos positivos inferiores a 10%, apresentaram racios
CD4/CD8 superiores a dois. Isso sugere uma desregulagdo da homeostasia, afetando
principalmente o subgrupo de células T CD8" naive. As células T CD8" sofrem uma grande
expansdo apos a ativacdo e podem estabelecer um conjunto estavel de células de memoria
altamente diferenciadas em repouso. Ao contrario, acapacidade dascélulas T CD4" expandirem
e sobreviverem parece ser menor, de modo gue a grande maioria das células T CD4" ativadas
pode sofrer apoptose rapidamente. Mais ainda, o conjunto total de células T CD4" parece ter
menos tendéncia para a diferenciacéo tardia em comparacdo com oslinfocitos T CD8" (Appay
& Sauce, 2014). Observamos uma influéncia negativadaidade nas células T CD8' naive, e um
efeito positivo do VO,,,,, em relacdo as células T CD4" naive. Isto sugere que o efeito daidade
é superior ao efeito do treino nas células T CD8' naive, enquanto individuos com uma melhor
condicédo fisica, que apresentem valores mais altos de VO,,..,, tendem a apresentar um niimero
maior de células T CD4" naive (Tabela 6.2).

Osresultados mostram um efeito positivo daidade nascélulas T CD8" SLEC. Ascélulas
T CD8" SLEC sdo células que ainda expressam CD45RA mas perdem a expressdo de CD27
(Figura 6.1€) e tém alta expressdo de KLRG1 (Figura 6.3). Quando visualizadas por APS

(Separador Automético de Popul aces) mostravam ser uma popul acdo distinta das células naive
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(Figura 6.1f). Classificamos estas células com base na defini¢cdo encontrada na literatura para
as células SLEC (do inglés short-lived effector cells), células efetoras de vida curta
Yuzefpolskiy e colegas viram que células com alta expressio de KLRG1 (KLRG1M)
representam a populagdo SLEC. Além disso, parece que as células SLEC tém localizacéo
preferencial em locais ndo-linfoides, sugerindo que estas encontram continuamente antigénios
em locais periféricos, passando assm por um processo de diferenciacdo termina
(Yuzefpolskiy, Baumann, Kalia, et al., 2014). Sugerimos que estudos futuros abordem

metodol ogias para uma melhor caracterizagdo desta popul agéo.

Tém sido observadas alteracdes na expressao génica em varios genes no compartimento
naive das células T CD4" e T CD8" (Mirza et al., 2011). Neste sentido, fomos quantificar a
expressao de MRNA de CCR7 nas células T CD8" naive. Os resultados ndo foram diferentes
entre masters e controlos. Esta expressdo também n&o foi modificada pelo teste de esforco
(Figura 6.5). O CCR7 participa tanto da regulacdo do tréfico quanto do homing de leucocitos
para os nodulos linfaticos (Forster, Davalos-Misdlitz & Rot, 2008). As células T tornam-se
progressivamente diferenciadas, sofrendo perda das moléculas de superficie, inicialmente o
CD45RA sofre uma regulagéo negativa, seguida da perda de expressdo de CCR7 e finalmente
uma diminuicdo da expressao de CD28 e de CD27 (Reinke, Geissler, Taylor, et al., 2013).

Apesar do exercicio induzir leucocitose, aresposta dos principais subtipos de leucécitos
ndo é uniforme. Segundo Simpson e colegas (2015) ha 3 principais caracteristicas que séo
compartilhadas por todos os subconjuntos de leucécitos que sdo preferencialmente
redistribuidos apds uma Unica sesséo de exercicio, nomeadamente: 1) as células mobilizadas
pelo exercicio tendem ater uma funcéo citotdxicalefetora aumentada e possuirem um fenétipo
maduro/diferenciado; 2) estas células redistribuidas com o exercicio tendem a apresentar
fenGtipos associados a migragdo tecidual; 3) os subtipos de leucdcitos que sdo
preferencialmente redistribuidos com exercicio apresentam alta expressdo dos recetores
adrenérgicos (B2-ARS) e dos recetores de glucocorticoides, e sdo, portanto, altamente sensiveis
as catecolaminas e ao cortisol (Simpson, Kunz, Agha, et al., 2015). Isto é um fator importante
a ser considerado, uma vez que, o envelhecimento esta associado a profundos declinios da
imunidade e que os individuos mais velhos (> 50 anos) tém uma capacidade diminuida para
redistribuir certos subtipos de leucdcitos em resposta a uma Unica sessdo de exercicio
(Spielmann, Bollard, Bigley, et al., 2014). Spielmann e colegas (2014) mostraram que este
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efeito se deve a umamobilizacgo mais baixa de células naive, possivelmente devido a reducéo

na saida destas células do timo.

Assim, as células T senescentes acumulam-se com a idade, reduzindo o repertério de
células T naive e aumentando o risco deinfegdo no hospedeiro. Como estaresposta é suscetivel
de ser influenciada por certosfatores de estilo de vida, examindmos a associacéo entre a aptidéo
aerobia(VO,,,) eaacumulacdo de células T senescentes relacionada com aidade. Verificamos
queo VO, (eaidade) ndo exerce efeito (interagdo) em nenhuma das subpopul agdes de células
KLRGL" o que contraria estudos anteriores (Spielmann, McFarlin, O’ Connor, et al., 2011). Os
linfocitos T senescentes sdo células que ja entraram em contacto com o antigénio, que
expressam o recetor KLRG1 e/ou CD57, que ndo expandem clonalmente apos reestimul agdo
antigénica e prevalecem no sangue de adultos mais velhos. No nosso estudo, os atletas master
apresentaram val ores de capacidade aerdbia maiores em rel agdo aos control os, e tinham valores
mai s baixos de subpopulagdes das células T CD4" e CD8" senescentes em comparagdo com 0s
controlos. A excegcdo foi observada para as células T CD4" e CD8" efetorasterminais
senescentes. | sto sugere que repeticdes do exercicio ao longo da vida evitam o acumular destas
células, corroborando a teoria do espago-imune proposta por Simpson (Simpson, 2011b).
Portanto, postuldmos que a manutencdo de altos niveis de aptiddo aerdbia durante o curso
natural do envelhecimento pode ajudar a prevenir o acumular de células T senescentes,
real cando os efeitos benéficos da manutencdo de um estilo de vidafisicamente ativo no sistema
imunol égico de individuos adultos. Se for possivel manter um nimero adequado de células T
naive, 0 sistemaimune seramais capaz de reconhecer e responder a novos agentes patogéni cos
(Spielmann, McFarlin, O’ Connor, et al., 2011).

A teoriado espaco-imuneindicaque acriacdo do espaco-imune éfeita pelamobilizagdo
de células senescentes ou terminalmente diferencias pelo exercicio e morte por apoptose em
decorréncia dos sinais apoptéticos produzidos pelo exercicio. Avaliamos um marcador de
apoptose nas células efetoras-terminais e verificamos que a expressdo génica de FasL nestas
células ndo foi diferente entre os grupos e entre os momentos de medida. Fas e FasL séo duas
moléculas envolvidas na regulacdo da morte celular, e a sua interagdo leva a apoptose de
timocitos que ndo conseguem rearranjar corretamente os genes do TCR e dos que reconhecem

auto-antigénios, um processo chamado de selecéo negativa.
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Além disso, a interac8o Fas-FasL conduz a morte celular induzida por ativagdo, uma
forma de apoptose por estimulacdo repetida do TCR, responsdvel pela delecéo periférica de
células T ativadas (Volpe, Sambucci, Battistini, et al., 2016). Uma vez que a expressao génica
do FasL ndo foi diferente entre os grupos, é possivel gue marcadores de homing celular estejam
envolvidos (Kruger & Mooren, 2007). Sugerimos que futuramente os investigadores fagcam a
determinacdo de marcadores de homing celular e outros marcadores de apoptose como a
caspase-3 e anti-apoptéticos como a Bcl-2, para refutar ou corroborar esta hipétese. Os
resultados de um estudo similar a0 nosso, mostraram que nos atletas (65-85 anos) que
realizavam treino intenso, ocorria uma menor apoptose de células T CD45R0O" e CD45RA™ do
gue atletas com rotina de treino moderado ou pessoas ndo treinadas, uma vez que essas células
apresentavam uma elevada expressdo de Bcl-2 e baixa de caspase-3 (Silva, de Araljo,
Fernandes, et al., 2016). Portanto, é necessario determinar que mecaniSmos S0 responsavels
pelo menor nimero de células senescentes em atletas master adultos e se essa resposta €
mantida em atletas master idosos. Sugerimos gque estudos futuros sejam capazes de determinar
o comprimento de teldmeros nas células T naive e de memdria, a expressdo da IL-7 que é
produzida pelo musculo esguel ético e que regula a expressao da Bcl-2, o que poderia explicar
porque os atletas estariam protegidos da apoptose espontanea das células T (Silva, de Araljo,
Fernandes, et al., 2016).

6.5 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo parecem mostrar que atletas master possuem valores
semelhantesde células T CD4" e T CD8" e suas subpopul agbes em comparagdo com individuos
da mesma idade, mas néo treinados. Ascélulas T senescentes sdo mobilizadas pelo exercicio
agudo, mas a distribuicdo das diferentes populagdes celulares estudadas continua semelhante
entre os grupos. A idade mostrou ter efeito negativo na subpopulacéo de células T CD8" naive
e positivo para as células T CD8" SLEC, enquanto o VO,,,, influenciou positivamente a
proporcéo de células T CD4" naive. O treino ao longo da vida diminui a percentagem das
subpopulagdes de células T CD8" naive, CM e EM senescentes e das células T CD4" naive e
CM senescentes. Em ambas subpopulagdes de células T CD4" e CD8'", apercentagem de células

efetoras-terminais senescentes foi diferente entre os atletas master e os controlos. 1sso sugere
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que repeticdes do exercicio ao longo da vida provocam a morte dessas células e corroboram a
teoria do espago-imune proposta por Simpson (Simpson, 2011b). Além disso, postulamos que
amanutencao de altos niveis de aptidao aerdbiadurante o curso natural do envel hecimento pode
gudar a prevenir a acumulagdo de células T senescentes, realcando os efeitos benéficos da
manutencdo de um estilo de vida fisicamente ativo no sistema imunolégico de individuos
adultos.

180



7. ESTUDO 4 RESPOSTAS DE MARCADORES FISIOLOGICOS,
HEMATOLOGICOS E SALIVARES DURANTE UMA EPOCA DESPORTIVA EM
ATLETASMASTER.

Resumo:

Objetivo: O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos de uma época de treino sobre

mudancas fisiol 6gicas, hematol 6gicas e de marcadores salivares em atletas master.

M étodos: nove homens e mulheres atletas master fizeram parte da amostra deste estudo. Os
atletasforam avaliados no inicio (M 1) e na semana seguinte ao principal evento competitivo do
desporto praticado no final da época desportiva (M2). As variaveis incluidas foram o VO,,,,,

variavels antropomeétricas, variaveis funcionais e marcadores salivares.

Resultados: os atletas apresentaram reducéo na percentagem de gordura e aumento da massa
livre de gordura ao final da época desportiva. Osvaloresdo VO, foram semelhantes (valores
relativos e absolutos) no inicio e no final da época desportiva. O mesmo foi observado para o
tempo total do teste de esforco realizado e a percegéo subjetiva do esforgo obtida ao final da
realizacao do teste. | nteressantemente, os resultados obtidos para FC,,, e Lac,,., en M2 foram
menores dagueles alcancados em M1 (P= 0.013 e P= 0.047, respetivamente). N&o foram
observadas diferencas nos niveis de IgA e cortisol entre os momentos M1 e M2, enquanto os

valores para as concentragoes de testosterona foram significativamente menores em M2.

Concluséo: os resultados do presente estudo sugerem que a manutencdo do treino regular ao
longo de uma época desportiva é capaz de provocar mudangas benéficas na composi¢ao
corporal, e efeitos positivos sobre variave's fisiologicas, nomeadamente no decréscimo da
FC.x € Lac., para atingir o mesmo patamar de um teste de esforco maximo. Os atletas
apresentam, no entanto, pequenos sinais de fadiga acumulada ao longo de uma época de treino
e competicao, tais como a diminuicdo dos niveis de testosterona salivar e a reducéo do récio
T/C.

Palavras-chave: 1gA; Cortisol; Testosterona; VO,,,,; Atletas master; Composi¢éo corporal.
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7.1 INTRODUCAO

O treino fisico pode influenciar afungdo imunol égica, salide e desempenho. O exercicio
extenuante e prolongado tem sido associado a uma depressdo transitéria da fun¢do imune
(Gleeson & Bishop, 2005; Gleeson, 2007) e uma programacao pesada de treino e competicao
podem levar a deficiéncia imunoldgica em atletas (Gleeson, Bishop, Oliveira, et al., 2012).
Além disso, outros fatores, incluindo estilo de vida, stresse e estado nutricional, podem
influenciar a fungdo imune de um atleta, e consequentemente afetando a sua performance
(Gleeson & Bishop, 2013). A saliva contém células e compostos de origem local e ndo local,
incluindo diversas hormonas esteroides, proteinas/peptideos e hormonas ndo esteroides. O
ambiente de préti ca desportiva e adisponibilidade dos atl etas, juntamente com as caracteristicas
moleculares das hormonas na saliva e 0s efeitos dos exercicios fisicos, confirmam a utilizac&o
deste fluido corporal como uma alternativa ao soro (Gatti & De Palo, 2011) para a analise
bioquimi ca de marcadores de fadiga. De interesse para este estudo sdo as concentracbes de IgA,
cortisol e testosterona livres na saliva. A concentragcdo salivar de IgA esta associada e pode
prever ITRS em atletas de elite (Neville, Gleeson & Folland, 2008; Trochimiak & Hubner-
Wozniak, 2012; Gleeson, Bishop, Oliveira, et al., 2012). A testosterona salivar reflete afracéo
livre da hormona esteroide bio disponivel encontrada na corrente sanguinea (Hayes, Grace,
Baker, et al., 2015). Niveis elevados de testosterona livre podem indicar um melhor "status de
bioatividade" dahormonano sangue dos atletas master (Hayes, Grace, Sculthorpe, et al., 2013),
enquanto baixas doses de testosterona sdo indicadores de fadiga (Gatti & De Palo, 2011). O
cortisol € umahormona esteroide e um membro importante dafamiliados glucocorticoides. Ele
€ segregado a partir do cortex adrenal, através do eixo hipotdlamo-pituitario-supra-renal (HPA)
e aumenta em resposta ao stresse, incluindo o esfor¢o fisico (Papacosta & Nassis, 2011). O
cortisol € considerado a principal hormona responsavel por processos catabdlicos, umavez que
reduz a sintese de proteinas, aumenta a degradac&o proteica e inibe o processo inflamatério e a
imunidade (Hayes, Grace, Baker, et al., 2015). O monitoramento do cortisol no desporto pode
ser usado como marcador da resposta ao esforco fisico (Papacosta & Nassis, 2011). Assim, a
avaliacdo do equilibrio entre testosterona e cortisol pode oferecer um bom preditor aos
processos metabolicos envolvidos durante o exercicio. O récio testosteronal/cortisol (T/C) foi
utilizado como indicagdo do balanco anabdlico/catabdlico (Urhausen, Gabriel & Kindermann,
1995) e como marcador biogquimico de recuperacéo e sobrecargaincompletas (Banfi, Marinelli,

Roi, et al., 1993; Vervoorn, Vermulst, Boelens-Quist, et al., 1992). O récio diminui em relacdo
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aintensidade e duracéo do exercicio fisico, bem como durante periodos de treino intenso ou
competicdo repetitiva, e pode ser revertido por medidas regenerativas (Urhausen, Gabriel &
Kindermann, 1995).

As mudancas na contagem de sangue vermelho contribuem para melhorias no VO,
com o treino fisico, evidenciado pelo fato de que os atletas treinados em resisténciatém maiores
volumes de sangue e valores VO,,,,, do que os controles sedentarios (Krip, Gledhill, Jamnik, et
al., 1997). Engquanto isso, uma contribui¢éo indireta no desempenho dos atletas poderia ser
mediada pelos globulos brancos, o que gjuda o corpo a lutar contra a infegdo (Horn, Pyne,
Hopkins, et al., 2010). A influéncia do exercicio regular no envelhecimento nesses parametros
pode explicar como uma época desportiva afeta as respostas hematopoiéticas e imunes. Por
isso, 0 objetivo deste estudo foi investigar os efeitos de uma época de treino sobre mudancas
fisioldgicas, hematoldgicas e de marcadores salivares em atletas master. Para atingir este

objetivo este estudo incluiu:

— Quantificar a intensidade do treino e o tempo despendido em sessbes de treino auto-
reportadas por atletas durante uma época desportiva;

— Comparar os paréametros fisiol 6gicos e hematol 6gi cos obtidos aum protocolo de esforco
maximo no inicio e na semana seguinte ao principal evento competitivo do desporto
praticado no final da época desportiva.

— Determinar as concentragdes salivares de IgA, testosterona e cortisol medidas em

repouso e avaliar possiveis mudancas nestes parametros apos uma época desportiva.

7.2 MATERIAISE METODOS

Nove individuos (homens, N = 8; mulheres, N = 1) fizeram parte da amostra deste
estudo. Os atletas estavam envolvidos nos desportos de atletismo, natagdo e judo. A
participacdo dos individuos foi voluntéria, sendo proporciona e em referéncia a modalidade
praticada, do numero total de atletas avaliados nos estudos anteriores. Os atletas foram
avaliados no inicio (M1) e na semana seguinte ao principal evento competitivo do desporto
praticado no final da época desportiva (M2) (Tabela 7.1). O tempo de duragdo média entre M1
e M2 foi de 7.00 £ 0.82 meses. As caracteristicas de todos os atletas em cada momento (M1 e
M2) estéo descritas natabela 7.1.
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Tabela 7.1. Caracterizagdo da amostra.

M1 M2
|dade (anos) 55.8 + 9.46 56.4 + 9.54
Estatura (cm) 1715+ 5.86 1715+ 5.86
Peso corporal (kg) 81.6+ 17.67 79.89 + 15.14
IMC (kg.m?) 27.6+5.13 27.0+4.17
% MG (%) 26.0+ 12.64 23.3+10.22°
MLG (kg) 59.3 + 10.69 60.9+ 11.05°

Valores sdo Média + desvio padrdo (SD). N= 09. Abreviaturas: IMC= indice de Massa Corporal. * P<0.05
comparado aM 1.

As medidas antropométricas, o protocol o de teste de esforco e as recolhas de saliva e da
amostra de sangue foram executados seguindo todos os procedimentos previamente descritos
(Secéo Materiais e Métodos). Os testes foram realizados no momento M1 e repetidos no
momento M2. A padronizagdo dos protocolos e das condigbes laboratoriais foram
rigorosamente controladas e 0 méximo de esforco possivel foi feito para que as duas situactes
de medida fossem as mais similares possiveis. Isto evitaria uma possivel influéncia de
diferentes métodos de recolha nos resultados, permitindo uma comparagdo seguraentre os dois

momentos.

Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando SPSS software pacote
estatistico versdo 23 para Mac (Chicago, IL, EUA). Pressupostos de homogeneidade foram
verificados. Os efeitos agudos do exercicio (Pre, Post e 1h) sobre par@metros antropométricos,
funcionais e hematol 6gicos e nas concentractes salivares de IgA, cortisol e testosterona foram
testados usando ANOV A de medidas repetidas para dados distribuidos normalmente ou pelo
teste de Friedman para dados que néo tinham distribuicdo normal. Efeitos significativos para
os testes ANOVA ou Friedman foram analisados usando testes t de pares com correcéo de
Bonferroni para detetar diferencas pontuais entre as medidas Pre, Post e 1h. Os efeitos da época
de treino (M2 vs. M1) sobre as variaveis acima apontadas foram testadas usando test t de
amostras pareadas. A significancia estatistica foi aceita em p <0,05. Os gréficos foram feitos

utilizando o programa GraphPad Prism (verséo 5, GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA).
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7.3 RESULTADOS

A rotina de treino dos atletas master durante a época desportiva esta apresentada na
Tabela 7.2. A andlise dos questionarios indicou uma média aproximada de 4h de treino por
semana (minimo de 2 horas e méximo de 7 horas/semana). A intensidade média das sessdes de
treino foi classificada como moderada. Apenas 1 atleta (11.2% do total da amostra) reportou
gue aintensidade média realizada em sua época desportivafoi facil. Para o restante da amostra
44.4% reportaram realizar atividades moderadas e iguamente, 44.4% da amostra relataram
realizar atividades intensas durante o periodo. Durante a época, 0s atletas participaram em
média, aproximadamente, de 3 eventos competitivos (Tabela7.2).

Tabela 7.2. Vaores médios individuais e valores médios totais referentes a horas por semana

de treino, intensidade e nimero de competicbes para uma época de treino de 09 atletas master.

ID Atleta Desporto Horas/semana Intensidade Competicéo
01 Atletismo 4 2 2
02 Atletismo 5 2 0
03 Atletismo 6 3 4
04 Natac&do 4 2 4
05 Natacdo 3 2 3
06 Judo 3 3 0
07 Natac&do 2 1 2
08 Atletismo 6 3 3
09 Atletismo 7 3 3

Valores sBo Média+ desvio padréo (SD). N= 09. Classificagéo daintensidade: 1= facil; 2= moderado; 3=intenso;
4= muito intenso.

A Tabela 7.3 mostra os valores médios das variaveis fisiol 6gicas obtidas pelarealizagdo
do protocolo de esforco méximo nos momentos M1 e M2. Os vaores de VO,,,, (valores
relativos e absolutos) foram similares no inicio e no fina da época desportiva. O mesmo foi
observado para o tempo total do teste de esforco realizado no laboratério e a percecéo subjetiva
do esforco obtida ao final da realizagdo do teste, em ambos os momentos. Interessantemente,
os resultados obtidos para FC,,, e Lac,,, en M2 foram menores dagueles alcangados em M1
(P=0.013 e P=0.047, respetivamente) (Tabela 7.3).
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Tabela 7.3. Par@metros fisiol 6gicos em resposta ao protocol o de esfor¢co méximo.

M1 M2 P valor
V Oppax (L/min) 3034.0 + 647.2 2993.3 + 650.8 0.493
V Opax (ML/kg/Min) 38.55 + 10.43 38.46 + 9.09 0.922
Tempo total de teste (min) 17.81 + 5.50 18.00 + 5.69 0.690
FCrax (bpm) 164.67 + 13.82 156.78 + 17.00 0.013
LaCya (mmol) 10.11 + 2.03 8.92 + 5.69 0.047
RPE 7.22+2.10 7.00 £ 2.50 0.665

Valores sdo Média + desvio padrdo (SD). N=09. Abreviaturas. V O,,,= Consumo méximo de oxigénio. FCmax=
frequéncia cardiaca méxima; Lac,,= concentragdo méxima de lactato no sangue; RPE: Percecéo subjetiva de
esforco.

A Figura7.2 mostraumacomparagao daconcentragdo salivar de IgA entre os momentos
M1 e M2. N&o foram observadas diferencas nos niveis de IgA entre as mensuragdes (211.00 +

67.27 pg/mL vs. 205.2 + 62.87 ng/mL, respetivamente; Figura 7.2).

Figura7.2. Valoresmédiospara | gA (ung/mL) em atletas master (n = 7) noinicio (M 1) e na semana
seguinte ao principal evento competitivo do desporto praticado no final datemporada (M 2).

O gréfico mostra as médias + desvio padrao.

A Tabela 7.4 mostra os valores médios dos parametros hematol gicos analisados nos
atletas master antes e apos sete meses de treino regular e sistematizado. Nenhuma diferencafoi
observada para todos os parametros analisados no momento Pre, quando comparados 0s
momentos M1 e M2. Como resposta ao esforco, todos os participantes apresentaram um
aumento no numero de leucdcitos (leucocitose) em Post (contagem de leucdcitos > 10.0 x

10°/uL em M1 e contagem de leucécitos > 9.0 x 10°/uL, M2) enM1eM2.
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Houve um aumento significativo (P<0.05) na contagem dos linfécitos, eritrocitos e
plaguetas apos o protocol o de exercicio paraambos momentosM1 e M2. Em 1h, umalinfopenia
foi observada, ou sgja, os val ores dos linfocitos apresentaram-se reduzi dos em comparagdo com
os valores obtidos no Pre. Os valores de hemoglobina e hematdcrito aumentaram em Post, mas
foram restabelecidos em 1h tanto em M1 e M2. N&o houveram mudangas significativas para a
contagem de granul dcitos e monécitos, e paraVCM, HCM, CHCM e MPV em decorrénciado

protocolo de exercicio realizado nas medidas obtidasem M1 e M2 (Tabela 7.4).

Osniveisde cortisol foram consistentes em ambos os momentos de medida(M1 = 0.185

+ 0.056 pg/dL; M2 =0.192 + 0.033 ng/dL; Figura 7.3).

Figura 7.3. Valores médios para as concentracdes de cortisol (ug/dL) em atletas master (n = 7) no
inicio (M 1) e na semana seguinte ao principal evento competitivo do desporto praticado no final
datemporada (M2).

O gréfico mostra as médias + desvio padrao.

Os valores para as concentracOes de testosterona foram significativamente menores em
M2 (46.34 + 27.09 pg/mL) em comparagdo com o momento M1 (89.00 + 26.07 pg/mL; P =
0.023; Figura 7.4).

O ré&cio T/C também reduziu ao final da época desportiva conforme mostra a Figura 6.
No inicio daépoca, o récio T/C dos atletas master era de 0.504 + 0.154, enquanto no momento

M2 foi aproximadamente 50% menor (0.250 + 0.142; P=0.008; Figura 7.5).
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Figura 7.4: Valores médios para as concentragdes de testoster ona (pg/mL) em atletas master (n =
7) noinicio (M 1) e na semana seguinte ao principal evento competitivo do desporto praticado no

final datemporada (M 2).
O grafico mostra as médias + desvio padrdo. * P <0.05.

Figura 7.5: Racio testosterona/cortisol (T/C) em atletas master (n = 7) no inicio (M 1) e na semana
seguinte ao principal evento competitivo do desporto praticado no final datemporada (M 2).

O gréfico mostra as médias + desvio padrdo. * P <0.01.

7.4 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

O Estudo 4 foi um estudo complementar, sem grupo controlo, constituido com uma
parte da amostra do grupo de atletas, mas realizado com o propésito de determinar os efeitos
de uma época desportiva sobre marcadores fisioldgicos, hematolégicos e salivares desses
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atletas. Foram obtidas medidas no inicio (M1) e na semana seguinte ao principal evento
competitivo do desporto praticado no final datemporada (M2), sendo que as cargas realizadas
durante o periodo foram auto-reportadas pelos atletas master. Os principais resultados
encontrados foram: 1) a reducdo da FC,,, e da concentracdo de Lac,,,, apos o teste de esfor¢o

em M2; 2) areducdo nos niveis de testosterona e no récio T/C ao final da época desportiva.

O VO, € fortemente e positivamente relacionado com o desempenho aerébico em
corredores altamente treinados de vérias idades, enquanto que o envel hecimento esta altamente
associado com correspondentes declinios no VO,,.,, (Tanaka & Seals, 2008; Betik & Hepple,
2008; Mikkelsen, Couppé, Karlsen, et al., 2013). Os principais mecaniSmos responsaveis pela
reducdo no VO, Sd0 diminuigdes no estimulo em manter o treino regular, a destacar a
manutencao dos niveis de intensidade do exercicio, duragdo das sessdes e frequéncia semanal.
Outros fatores que contribuem tanto para a reducéo do desempenho quanto do VO,,,, com a
idade estéo relacionados a fatores centrais (p.ex. débito cardiaco maximo, FC,.,, volume
maximo de ejecdo) e periféricos (p.ex. diferenca arteriovenosa de oxigénio) (Tanaka & Sedls,
2008). Contudo, se a diminuicdo do VO,,, € o principal mecanismo que causa reductes
relacionadas com a idade no desempenho aerdbico, a manutengdo desta varidvel durante uma
época desportiva apresentada no presente estudo tem importantes implicaces para a salde e
rendimento desportivo destes atletas. Obviamente deve considerar-se as limitages do reduzido
tempo da época desportiva (aproximadamente 7 meses) e do reduzido tamanho da amostra, o
gue limita expandir os resultados para atletas de todas as modalidades ou de idade mais
avangada. O VO,,, observado neste estudo € inferior a0 exibido por atletas master
dinamarqueses (Mikkelsen, Couppé, Karlsen, et al., 2013) e semelhante a atletas master

escoceses (Hayes, Grace, Sculthorpe, et al., 2013) e ndo apresentou alteragdes no final daépoca.

InvestigacOes prévias sugeriram que ataxa de declinio no VO,,,, com aidade avancada
foi 50% menor em atletas treinados em resisténcia do que em adultos sedentéarios (Tanaka &
Sedls, 2008). Porém, alguns autores posteriormente estabeleceram que quando a diminuicéo é
expressa em percentagem tendo como referéncia a idade adulta, a taxa de declinio no VO,
com aidade ndo é reduzida em adultos saudaveis que habitualmente realizam exercicios fisicos
(Gent & Norton, 2013). Gent e Norton (2013) realizaram um estudo transversal com o objetivo
de avaliar as mudancas relativas em trés sistemas energéticos em ciclistas master altamente
treinados, com idades entre 35 a 64 anos (amplitude de 30 anos). Resultados obtidos por

regressao linear mostraram que, enquanto o pico de potencia anaerdbia (W/kg) e a capacidade
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anaerobia (kJkg) declinaram a uma taxa de aproximadamente 8% por década, a poténcia
aerobica de pico (W/kg) ndo mudou significativamente com a idade. Esses resultados vém
evidenciar a manutencéo do VO, por atletas master neste estudo independentemente do
aumento da idade do grupo (P<0.001) e correlages negativas encontradas entre o VO,,,,, € &
idade (r = -.796 para M1, r = -845 para M2), pelo que esperar-se-iam valores mais baixos em

M2, o que ndo foi observado.

M1 corresponde ao inicio da época desportiva, onde os atletas vém de um periodo mais
prolongado de descanso (~2 meses), pelo que é necessaria uma menor capacidade metabdlica
aexigénciado teste de esforgo. A acumulagdo do lactato em consequéncia darealizagdo de um
exercicio podera acontecer pelo aumento da demanda energética, esgotamento dos fosfagénios
e pela demora do sistema oxidativo em responder as exigéncias do exercicio (Powers &
Howley, 2012). Nesse sentido, € conhecida a sensibilidade do lactato sanguineo ao esforgo
muscular exigido pelo exercicio. Os valores médios da lactatemia maxima (Lac,,) foram
menores em M2 quando comparados com M1. Umavez gque os atletas deste estudo participam
de exercicios prolongados, € provavel que as redugdes na concentragdo maxima de lactato,
como observado em M2 em comparagdo com M1 (tabela 7.4), indicam um melhor uso
energético no final da época e representam efeitos positivos do treino sobre 0s processos
metabdlicos (Bogdanis, 2012). Também, a FC., revelou-se inferior no momento M2 em
relacdo aos resultados deste componente obtidos pelo teste de esforco realizado no inicio da
época de treino dos atletas (M1). O comportamento deste indicador vem ao encontro de
resultados de estudos anteriores, que largamente reportaram a tendéncia para reducdo da FC,,
em resposta ao treino aerébico (Zavorsky, 2000). Esta reducéo tem sido interpretada como
conseguénciado aumento do sistema parassimpético, ou seja, uma adaptacdo central ao esforco,

aumentando a eficiéncia do funcionamento cardiaco (Zavorsky, 2000).

N&o foram observadas diferencas em nenhumadas varidvei s hematol 6gicas has medidas
basais feitas nos momentos M1 e M2. Como discutido no Estudo 1, alteragcdes nestas células
estariam relacionadas a condigdes inflamatorios, como por exemplo, o aumento na contagem
de mondcitos representa uma resposta inflamatéria. Portanto, a manutengdo ao longo da época
desportiva destas variaveis sugere que em relacdo a estes marcadores nenhuma resposta
inflamatéria foi aumentada. O aumento observado na contagem de leucdcitos logo apds ao
exercicio ja estd bem documentado (Banfi, Del Fabbro, Mauri, et al., 2006; Kratz, Wood,
Siegel, et al., 2006; Kruger & Mooren, 2014; Simpson, Kunz, Agha, et al., 2015; Walsh,
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Gleeson, Shephard, et al., 2011; Tossige-Gomes, Ottone, Oliveira, et al., 2014) e foi
anteriormente discutida nesta tese (Capitul o 4). Os mecanisSmos exatos que levam aleucocitose
ainda ndo estdo claros, embora fortes evidéncias indiguem gue as catecolaminas produzidas
durante o exercicio aumentam a propor¢do de leucdcitos na circulagdo, ao passo que o cortisol
pode atuar por um mecanismo que envolva um intervalo de tempo para a elevagdo dos
leucocitos no compartimento vascular. Além disso, uma resposta inflamatéria a uma leséo
tecidual local também pode contribuir para a leucocitose (Traiperm, Gatterer & Burtscher,
2013). Deve-se considerar também, que algumas medi¢Bes dadas como concentracdo em
relacéo ao volume de sangue podem ser influenciadas pelo aumento do volume plasmético. H&
estudos que mostraram reducgdo nos valores do hematdcrito e da hemoglobina imediatamente
apos exercicio de longa duragdo (maratona, por exemplo), sugerindo uma expansdo no volume
plasmético (Traiperm, Gatterer & Burtscher, 2013). Nos nossos resultados, os valores do
hematdcrito e da hemoglobina, apds a correcéo para Pv, foram aumentados em Post, mostrando
uma resposta contréria (independentemente do tempo de exercicio entre os estudos). Isto quer
dizer que, provavelmente, a maioria de discrepancias na interpretagdo dos resultados em

grandes estudos poderia ser apenas um reflexo da expansdo do volume plasmatico.

As concentragdes de IgA e cortisol na saliva podem ser usadas para refletir mudancgas
na funcdo imune (Gatti & De Palo, 2011). Nos atletas, a diminui¢do dos niveis de IgA sO é
observada em tempos de maior intensidade de treino, tornando o atleta menos resistente a
mi crorgani smos patogénicos, aumentando aincidénciade | TRS neste grupo (Gleeson & Walsh,
2012; Gleeson, Bishop, Oliveira, et al., 2012). Aumentos da concentragdo da IgA tem sido
observados em individuos idosos sedentarios submetidos a um programa de treino regular
(Akimoto, Kumai, Akama, et al., 2003; Martins, Cunha, Neves, et al., 2009). Num estudo com
idosos sedentérios (64.9 + 8.4 anos), um programa de 12 meses de treino, com sessdes semanais
de 60 minutos de treino aerdbico e 60 minutos de treino aerdbico foi eficiente em aumentar as
concentragOes de IgA de 24.7 + 14.4 para 33.8 + 18.5 pg/ml (P< 0.05) (Akimoto, Kumai,
Akama, et al., 2003). Similarmente, Martins e colegas (2009) concluiu que 16 semanasdetreino
aerdbico significativamente aumentaram a IgA em homens e mulheres idosos. Parece existir
um papel inibidor na producéo ou mobilizacdo da IgA provocada pelo cortisol. Coexistindo
fragbes de ambos na saliva postula-se que a elevacao do cortisol em resposta ao exercicio possa
ser arazao dareducdo dos niveisde IgA salivar nesta condigdo. No presente estudo, ndo foram
observadas mudancas nas concentragdes de cortisol e IgA no decorrer da época desportiva dos

atletas master, sugerindo gque a resposta imune das mucosas foi preservada (Martins, Cunha,
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Neves, et al., 2009). Por outro lado, também pode ser considerado que a carga de treino dos
atletas nos momentos de coleta foi similar (Tabela 7.2), o que resultou em uma resposta

semelhante nos niveis de cortisol e IgA avaliados nasaliva.

A testosterona tem um importante papel na regulagcéo da massa muscular e na MLG
(Hayes, Bickerstaff & Baker, 2010) e declina com a idade em homens e mulheres (Wu, Lin,
Liu, et al., 2010). A deficiéncia de testosterona tem sido rel acionada com aumentos na gordura
visceral, diminuicdo da massa magra e diminui¢do da forgca muscular (Wu, Lin, Liu, et al.,
2010). Enquanto a reducdo na testosterona livre (salivar) no momento M2, poderia estar
relacionada a prejuizos no ambiente anabdlico dos atletas master, nenhuma alteragdo na
composi¢ao corporal foi observada (Tabela 7.1). Em vez disso, os atletas master apresentaram
reducdo da % de gordura e aumento da MLG em M2. Sabe-se que o cortisol pode suprimir 0s
niveis de testosterona, no entanto, esta parece ndo ser a explicacdo pontual para este estudo,
uma vez que, ndo foram observadas mudangas (incrementos) na concentracdo de cortisol ao
fim da época (Figura 7.3). Portanto, é possivel que mecanismos relacionados com a fadiga
possam estar envolvidos na reducdo da testosterona observada em M2. Os atletas que muitas
vezes treinam para induzir a fadiga muscular (por exemplo, corredores de Sprint de 400m)
mostraram uma reducdo na testosterona apos sessdes de exercicio (Stowinska-Lisowska &
Majda, 2002). Hegazi (2012) comparou o0s niveis de imunoglobulina (IgA, IgM, 19G),
testosterona e cortisol no soro em corredores de elite (18.92 £ 1.7 anos) durante a etapa geral
de preparacéo e fase de competicdo do treino. Os corredores participaram num programa de
treino selecionado por um periodo de 14 semanas com 12 sessdes por semana (de manha e a
tarde). Os niveis de testosterona aumentaram e diminuiram respetivamente, apos as fases de
preparacado e antes da competicdo. Os niveis de cortisol diminuiram significativamente apos a
fase de preparacéo, embora tenham aumentado antes da fase da competicdo. Por fim, os autores
mostraram que o r&cio testosterona / cortisol aumentou significativamente apés a fase de
preparacdo e diminuiu antes da fase de competicao, o que indicaria um aumento No Processo
catabdlico dos corredores antes das competicoes, largamente provocado pelo aumento do
cortisol (Hgjazi & Hosseini, 2012). Por outro lado, sabe-se que o treino fisico pode aumentar
os niveis de testosterona em idosos sedentérios (Hayes, Grace, Sculthorpe, et al., 2013),
sugerindo gue o status do exercicio dos atletas master pode preservar 0s niveis de testosterona
na velhice, também suportado por outros estudos (Pollock, Carter, Velloso, et al., 2015).
Fundamentalmente, isso sugere que os declinios previamente relatados na testosterona com a

idade também podem estar relacionados com a diminuicdo dos niveis de atividade (Pollock,
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Carter, Velloso, et al., 2015). Embora ndo reportados na se¢do dos resultados, masters e
controlos ndo apresentaram diferencas quanto aos niveis basais de testosterona (87.06 + 23.23
versus 87.81 + 39.96, respetivamente). 1sso sugere que alongo-prazo efeitosresiduais dafadiga

permanecem nos atletas, 0 que torna seus valores similares a de individuos néo treinados.

A diminuigdo do racio T/C é evidenciada pela reducdo da testosterona, umavez que os
niveis de cortisol foram mantidos, parao momento M 2. Estes resultados real cam alguns aspetos
distintos dos atletas master, nomeadamente a incapacidade de recuperagdo na concentragao
salivar datestosterona, ao contrario do cortisol, no final da época desportiva. Um outro aspeto
a ser considerado € que areducdo do récio T/C foi numa propor¢do de ~50% do momento M2
comparado a0 momento M 1. Considerando dados da literatura em que reductes no réacio T/C
na escala de 30% podem ser indicativas de recuperacdo incompleta (Banfi, Marinelli, Roi, et
al., 1993; Vervoorn, Vermulst, Boelens-Quist, et al., 1992), uma reducdo de 50% observada

nos atletas master pode indicar uma condic¢do fadiga acumulada

7.5 CONCLUSAO

Em resumo, os resultados do presente estudo sugerem que a manutencéo do treino
regular ao longo de uma época desportiva € capaz de provocar mudangas benéficas na
composicdo corporal, e efeitos positivos sobre variaveis funcionais, nomeadamente no
decréscimo daFC,,, e Lac,,, paraatingir o mesmo patamar de um teste de esforco méximo. Os
atletas apresentam, no entanto, pequenos sinais de fadiga acumulada ao longo de uma época de
treino e competicao, tais como a diminui¢do dos niveis de testosterona salivar e a reducéo do
racio T/C.
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Discussao geral

Capitulo 5

195



196



Finalizada a apresentagdo dos 4 estudos em que esta tese foi subdividida, torna-se
necessario compreender e discutir os resultados no ambito dos objetivos definidos no capitulo
1. Também incluimos uma breve discussdo baseada nas “implicacfes’, o texto informativo
sobre as principais implicacdes dos resultados j& publicados na literatura que foi incluido no
final de cada subseccdo da revisdo de literatura no capitulo 2, com a denominagdo de
I mplicacfes. Esta discusséo geral esté dividida conforme os objetivos e descreve os principais
resultados desta tese por vezes confrontados com recentes achados da literatura. Reforgamos
um pormenor, os resultados do objetivo 5, definido como “Analisar a resposta de parametros
imunitérios e seu comportamento em resposta a um protocol o de esforgo méximo para explicar
gue por¢do davariacao depende daidade e/ou da aptiddo funcional em atletas master e no grupo

controlo” ndo estéo apresentados separadamente, pois estdo inseridos aos 4 objetivos anteriores.

1. Diferencas na aptiddo funcional, varidveis hematoldgicas e balango inflamatoério de

citocinas (Objetivo 1)

O efeito anti-inflamatdrio do exercicio é uma area de debate cientifico atual, por isso
investigamos os efeitos do treino ao longo davidano VO,,,,, ha contagem de células do sangue
e na concentrag@o das citocinas IL-1f, IL-1ra, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a, com énfase no
balanco inflamatorio (medido pelo racio TNF-a/IL-10). Este estudo esta descrito no Capitulo
4.

1.1 Atletas master tem valores superiores de VO, em comparacdo com individuos saudéavels

da mesma idade

Os resultados obtidos mostraram que os atletas master tem valores de VO,,,,, Similares
a de adultos-jovens saudaveis, porém maiores em comparagdo com 0s participantes ndo
treinados de mesma idade. A observacdo de que a capacidade aerdbica era mantida em atletas
mastersjatinhasido demonstrada (Mikkelsen et al., 2013; Pollock et al., 2015; Rittweger et al.,
2009; Tanaka & Sedls, 2008). Por outro lado, o declinio no VO,,,, com o envelhecimento esta
relacionado com a perda da resisténcia funcional (Rittweger, di Prampero, Maffulli, et al.,

197



2009), mas sugerimos que o treino regular ao longo da vida pode reverter essa perda. Além
disso, 0 estado imunolégico geral dos atletas parece estar mantido, pois ndo observamos
diferencas na contagem de células sanguineas em comparacdo aos demais grupos avaliados no
Estudo 1. Assim, 0s nossos resultados parecem confirmar a utilizagdo dos atletas masters como
model o de * envel hecimento excecionalmente bem-sucedido” (Kusy & Zidlinski, 2015; Tanaka
& Seals, 2008; Mikkelsen, Couppé, Karlsen, et al., 2013) sugerindo que, uma préticaregular e
sistematica de exercicio ao longo da vida tem efeito benéfico sobre o processo de

envelhecimento.

1.2 Atletas master apresentam indicadores anti-inflamatorios elevados

De acordo com 0s nossos resultados, os atletas master possuem concentragées maiores
das citocinas anti-inflamatérias IL-1rae IL-10 em comparagdo com os adultos da mesmaidade
nao treinados. Além disso, o treino mais que aidade mostrou regular o equilibrio entre citocinas
pré e anti-inflamatorias, pelo melhor equilibrio observado narelacdo entre as concentragdes de
IL-1raelL-1B nos masters em comparagdo com o grupo de adultos. Se por um lado, o aumento
da concentragdo de IL-1p poderiarefletir um aumento da respostainflamatéria, por outro lado,
0 aumento das concentragdes da | L - 1ra compensa esse efeito, pelaagdo inibitériadalL-1ranas
acOes pro-inflamatorias da IL-1. De fato, o possivel equilibrio inflamatério entre as citocinas
IL-1ra e IL-1B potencialmente atenuaria danos inflamatorios e estruturais nos atletas master.
Além disso, a diminuicdo das concentragdes da IL-1p e IL-8 encontradas 1h apds 0 exercicio
no grupo de atletas master também sdo um indicativo de um efeito anti-inflamatério do
exercicio neste grupo. Para outras citocinas, como IL-6 e TNF-a,, ndo foi observado efeito do
treino ou da idade nas suas concentragdes plasméticas. Os niveis de IL-6 ndo foram aterados
em resposta ao treino ou ao esforco agudo. E de conhecimento que alL-6 pode exercer fungbes
pro e anti-inflamatérias (Scheller, Chalaris, Schmidt-Arras, et al., 2011). Do ponto de vista
inflamatério, a IL-6 pode ativar cascatas de sinalizagdo celular que levam a uma potente
resposta inflamatéria. Como agdo anti-inflamatéria, seu aumento transitério em funcdo do
exercicio, parece ser responsavel pela producdo de mediadores anti-inflamatorios como a IL-
10, alL-1raeo cortisol, além dainibicdo da secrecéo de TNF-a e IL-1f3, bem como da secrecéo
de CRP (Sallam & Laher, 2016; Steensberg, Fischer, Keller, et al., 2003). De fato, ndo

observamos diferencas nas concentragdes de TNF-a., cortisol e CRP entre o grupo de masters
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e adultos. Possivelmente, aproducéo regular de |L-6 pela contragdo do muscul o esquel ético em
funcéo do treino dos atletas master estimularia a cascata de sinalizago anti-inflamatoria. Os
resultados mostraram também que o récio TNF-o/IL-10 foi mantido no grupo de atletas master
e adultos-jovens, enquanto que o grupo de adultos apresentou um aumento progressivo deste
indice inflamatdrio em resposta ao esforgo agudo. Os niveis de IL-1p no grupo de adultos
também estavam aumentados 1h apés o exercicio, indicando uma resposta inflamatéria aguda

gue tem efeito daidade, mas é revertida pelo treino nos atletas master.

De relevancia, esta a observacdo de que os atletas masters mantém sua capacidade
aerodbica e apresentam marcadores anti-inflamatorios favoraveis, semelhante ao observado em
adultos-jovens saudaveis. A IL-10 eoracio TNF-o/IL-10 foram asvariaveis que mais sofreram
os efeitos da idade. Assim, o treino ao longo da vida parece néo ter efeitos deletérios no
equilibrio das citocinas pr6 e anti-inflamatérias. Pelo contrério, foi capaz de reverter
parcia mente os efeitos pro-inflamatdrios do envelhecimento. Portanto, aresposta das citocinas
a0 exercicio regular pode ser um dos mecanismos anti-inflamatorios que podem gjudar os

atletas a“neutralizar” o processo do envelhecimento.

2. A influéncia do treino ao longo da vida sobre a ativagdo, senescéncia e producéo de

citocinas pelas células T regulatérias (Objetivo 2)

O estudo 2, descrito no Capitulo 5, pretendia esclarecer o efeito do treino ao longo da
vida no nimero e funcionalidade das Tregs do sangue periférico e explorar se atletas master
apresentavam menor senescéncia destas células quando comparados com um grupo controlo
antes e apOs a um teste progressivo até a exaustdo. De acordo com 0s nossos resultados, 0s
atletas master mantém os niveis das Tregs circulantes em repouso, similares a de individuos
saudaveis da mesmaidade. Entretanto, a contagem absol uta das Tregs aumenta imediatamente
pos-exercicio em ambos 0s grupos. Funcionalmente, o grupo de atletas master parece ter
aumentado os niveis de ativagéo das Tregs em comparagéo com o grupo controlo nas condi¢oes
de repouso (aumento da percentagem de individuos que expressam FoxP3 e TGF-B e uma

concentracdo plasmética mais elevada da IL-10).
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2.1 O numero das Tregs é mantido em repouso e aumenta em resposta ao esfor¢o agudo em
atletas master

Nossos resultados mostraram que o treino ao longo da vida ndo afeta o nimero das
Tregs de atletas master em repouso. Consequentemente, atletas master podem estar protegidos
contra doengas relacionadas com a perda da homeostasia imunoldgica devida ao
envelhecimento (Jagger, Shimojima, Goronzy, et al., 2014). Além disso, as Tregs produzem
IL-10, umadas principais moléculas identificadas como responsavel por suaimunomodul acéo.
E possivel que a elevacio dos niveis de | L-10 possa também estar associada com o aumento do
numero de Tregs na circulagdo sanguinea, como observado em sujeitos mais jovens (Handzlik,
Shaw, Dungey, et al., 2013). Assim, o treino teria profundo impacto sobre a manutencéo de
niveis elevados de IL-10 e consequentemente na manutencdo do nimero das Tregs. Esses
resultados apoiam os efeitos anti-inflamatérios do exercicio no modelo proposto por Gleeson e
colegas (Gleeson, Bishop, Stensel, et al., 2011). A nivel de expressdo génica da IL-10, os
valores ndo foram diferentes entre os grupos de atletas master e controlos. Ou segja, acapacidade

de producéo de IL-10 pelas Tregs é igual nos dois grupos.

2.3 As Tregs de atletas master parecem estar mais ativadas

Sob nossas condigbes experimentais, ndo encontrdmos diferencas na expressdo do
MRNA dos genes FoxP3, TGF-B e IL-10 nas Tregs purificadas antes e apds o exercicio.
Entretanto, no grupo de atletas master, as Tregs parecem estar mais ativadas em comparacéo
com o grupo controlo, pois os masters mostraram niveis ligeiramente aumentados da expressao
génica de FoxP3, TGF-B e IL-10, associado a um maior nimero de casos onde se observou a
amplificagdo dos genes. Publicages anteriores mostraram aumento da expresséo do FoxP3 nas
Tregs em resposta ao exercicio (Yeh, Chuang, Lin, et al., 2009; Lowder, Dugger, Deshane, et
al., 2010). Astaxas de detecdo do TGF- elL-10 em atletas master, mas n&o no grupo controlo,
aumentaram em resposta ao esforgo agudo. Considerando que o TGF-B desempenha um papel
essencial na supressdo da inflamac&o e a IL-10 tem potencial anti-inflamatério (revisados na
secdo 2.3), 0 aumento observado no nimero de casos que expressam 0 MRNA destas moléculas
no grupo de atletas masters contribui para 0 melhor ambiente anti-inflamatério deste grupo, o
que estaria de acordo com o0 aumento da concentragdo plasmatica da IL-10 observada para os
atletas master. A senescéncia das Tregs manteve-se baixa e similar entre os grupos. Embora
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uma expressao 50% menor das Tregs KLRG1" no grupo de atl etas tenha sido observada quando

comparada com o grupo controlo.

Este € o primeiro estudo a mostrar que atletas master tém elevados marcadores anti-

inflamatérios e mantém o nimero e fungdo das Tregs como resposta adaptativa ao exercicio.

3. Influénciado treino sobre aredistribuicdo de linfocitos T senescentes eresposta a uma

sessao maxima de exer cicio agudo (Objetivo 3)

Embora a mobilizacdo de células T senescentes com 0 exercicio tenha sido
anteriormente descrita na literatura, uma abordagem experimental que analisou os efeitos do
treino ao longo da vida sobre a senescéncia e mobilizagdo de linfocitos T senescentes em
resposta ap exercicio agudo maximo em atletas master, ainda ndo tinha sido descrita. Este
assunto assume grande relevancia quando se considera o acumular de células T senescentes
com o envelhecimento e o possivel papel do exercicio na remocao destas células altamente
citotéxicas. Uma percentagem das subpopulacbes de linfdcitos senescentes CD4" e CD8' é
mobilizada com o exercicio agudo. Além disso, os atletas master tinham valores mais baixos
para as percentagens de linfocitos T, CD4" e CD4" naive e EM, CD8’, CD8" naive, CM e EM
senescentes do que os controlos. A influéncia do treino ao longo da vida sobre a senescénciae
mobilizagdo de linfécitos T senescentes em resposta ao exercicio agudo méximo em atletas

master foi objeto de estudo descrito no Capitulo 6.

3.1 Linfocitos T senescentes sdo mobilizados pelo exercicio em atletas master

Nossos resultados mostraram que a % das células T CD4" e CD8" naive, CM, EM e
EMRA senescentes aumentou em resposta a0 minuto de medida, sugerindo que o exercicio
mobiliza estas populacdes, resultados que corroboram os estudos anteriores quanto a
mobilizagdo de células senescentes pelo exercicio (Simpson, Florida-James, Cosgrove, et al.,
2007; Simpson, Cosgrove, Ingram, et al., 2008; Simpson & Guy, 2010; Simpson, 2011b). Os
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mecanismos da mobilizagdo de células T senescentes pelo exercicio fisico foram previamente

descritos e sdo detalhados no capitulo 2, secéo 2.4.

Nosso objetivo principal era saber se 0s pressupostos da teoria do “espaco-imune”
(Simpson, 2011b) poderiam ser observados em atletas master. De fato, foi possivel confirmar
a hipétese da mobilizagdo de linfocitos T senescentes com o exercicio. Estudos anteriores
mostraram que os linfécitos mobilizados eram predominantemente subpopul agBes citotoxicas,
células atamente pré-inflamatdrias e que 0 seu acumular no sangue e nos tecidos poderia
contribuir para um certo nimero de patol ogias associadas com a inflamac&o (Campbell et a.,
2009). Por outro lado, mecanismos de apoptose induzidos pelo exercicio provocariam a morte
do excesso dessas células aumentando o “espaco vago” disponivel para as clulas T naive, o
gue seria potencialmente benéfico (Simpson, Florida-James, Cosgrove, et al., 2007; Simpson,

Cosgrove, Ingram, et al., 2008; Simpson, Cosgrove, Chee, et al., 2010).

Nossos resultados mostraram gue a expressao génica do marcador de apoptose FasL nas
células T CD8" efetoras ndo foi diferente entre condigdes ou tempo de medida (Pre, Post e 1h).
O aumento da expressdo de FasL pelas células T CD8" efetoras poderia induzir a morte
programada destas células, favorecendo a criacdo do espago imune (vago). Neste sentido, os
nossos resultados ndo parecem confirmar a apoptose das células T CD8' efetoras subsequente
a sua mobilizagcdo. No entanto, € de referir que 0 aumento das células senescentes em resposta
ao minuto de medida, ndo foi um comportamento linear, apresentando uma tendéncia para a
diminuicdo destas células 1 hora apos o esfor¢co. Se ndo podemos atribuir estaligeirareducdo a
apoptose, € possivel que, 0 homing destas células para os tecidos periféricos sgfa 0 mecanismo
alternativo mais evidente (Kriiger & Mooren, 2007, Campbell et al., 2009). Além disso, a
expressao génica de FasL foi determinada no nimero total de células CD8" efetoras, portanto,
n&o sabemos se existiriam diferencas na expressao deste marcador de apoptose numa popul agéo
separada de células senescentes. Sugerimos que futuramente sejam determinados marcadores
de homing celular pararefutar ou corroborar esta hipotese. Outros marcadores de apoptose e a
determinac&o da sua expressao génica nas células de memaria e senescentes também precisade
ser realizada.
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3.2 Atletas master tem menor percentagem de linfécitos T senescentes

Atletas master, mostraram valores mais baixos paraa % de células T, células T CD4"
naive e EM, CD8’, células T CD8" naive, CM e EM senescentes do que os controlos. O grupo
de RJ Simpson mostrou que a aptiddo aerdbia era associada com uma baixa propor¢éo de
células T senescentes e uma alta proporcao de células naive (Spielmann, McFarlin, O’ Connor,
et al.,, 2011). Consequentemente, 0 exercicio teria beneficios preventivos contra a
imunosenescéncia celular associada ao envelhecimento e fomos verificar se apraticaregular e
longa (mais de 20 anos) de exercicio potencializariaou ndo esses beneficios. Em primeiro lugar,
sendo a proporgdo de células T senescentes aumentada em cerca de 10% por década de vida
com o0 avanco daidade em pessoas saudaveis/ assintomaticos, verificamos que niveis elevados
de aptiddo fisica e exercicio regular impediam o acumular de células T senescentes. Em
segundo lugar, os niveis de atividade e aptidao fisica sdo os principais fatores moderadores na
relacdo idade-imunosenescéncia e sdo preditores independentes da "idade imunoldgica’,
portanto amenor percentagem de cél ul as senescentes nos atl etas sugere um sistemaimune mais
jovem neste grupo. Em terceiro lugar, o valor terapéutico do exercicio em melhorar a
imunocompeténcia da populagdo em envelhecimento assintomatico e imunocomprometidos
clinicamente é potencialmente imenso (Hong, 2011), confirmado pela auséncia de doencas
cronicas e ITRS reportadas pelos atletas master. Assim, 0 nosso estudo mostrou que os atletas
master tém valores maiores de capacidade aerdbia e percentagens mais baixas de células
senescentes, nomeadamente nas subpopulagdes dos linfocitos T CD4 e CD8 em comparagdo
com adultos saudaveis, porém ndo treinados. 1sto sugere que a repeticdo do exercicio ao longo
davidamobiliza e provocaamorte destas cél ulas senescentes, corroborando ateoria do espaco-

imune proposta por Simpson (Simpson, 2011b).

Umavez que, o histérico de infegdo pode ser um dos principais fatores de confusdo nas
diferencas relacionadas com a idade na resposta imune ao exercicio (Spielmann, Bollard,
Bigley, et al., 2014), testdmos esta hipétese através da verificagcdo da presenca dainfecéo viral
por CMV na nossa amostra. Entretanto, apenas 3 individuos ndo eram portadores do virus o
gue impossibilitou comparar os resultados de individuos infetados e ndo infetados. Estudos
anteriores (Spielmann, Bollard, Bigley, et al., 2014; Turner, Aldred, Witard, et al., 2010)
mostraram que células T CD8" e células T y6 de individuos infetados eram redistribuidas em

ndmeros rel ativamente maiores.

203



Um estudo recente, sugeriu que a capacidade do hospedeiro para controlar o CMV (ou
sgja, mantendo o CMV em estado latente) pode conectar aparentes efeitos bidirecionais do
volume de exercicio sobre a imunidade do hospedeiro e risco de infegdo, ou sgja, um novo
paradigma em que as respostas imunes ap exercicio agudo e cronico podem ser governadas pelo
histérico de infecdo do hospedeiro (Simpson, Bigley, Spielmann, et al., 2016), ou seja, 0
exercicio pode prevenir o nUmero de areativagdo de infegdes virais latentes e com isso reduzir
o numero de células senescentes. Esta € uma hipotese que precisa ser testada, pois pode explicar

porque os atletas master tiveram valores mais baixos de células senescentes.

3.3 0 VO,,,, €associado positivamente com a proporcéo de células T CD4" naive

Uma correlagdo positiva entre o VO,,,,,, € a proporcéo de células T CD4" naive e uma

associacao negativa entre o VO, € a percentagem total de linfocitos foi observada.

Um estudo com atletas jovens (20.7 anos) mostrou que os niveis circulantes de TREC
foram reduzidos nos atletas em comparagdo com 0s controlos, assemelhando-se ao
envelhecimento prematuro das células T. Além disso, os atletas jovens tinham uma reducéo no
nimero absoluto de células T naive, particularmente em células T CD4*, com aumento das
células de memaria. Portanto, umavez que a producgdo timicade células T declinanatura mente
com a idade, estes resultados levantaram a preocupacéo de que prolongar o exercicio de alta
intensidade na quarta década de vida poderia ter consequéncias deletérias para a salde dos
atletas (Prieto-Hinojosa, Knight, Compton, et al., 2014). Nossos resultados contrariam este
pressuposto, pois observamos uma relagéo positiva entre o VO, € as células T CD4" naive.
Nossos resultados sdo corroborados por um outro estudo, onde a participagdo frequente em
exercicios de alto volume ao longo da vida foi associada a uma resposta imunitaria adaptativa
mais diferenciada (Moro-Garcia, Ferndndez-Garcia, Echeverria, et al., 2014). Ao estudar
jovens e atletas idosos, estratificados pelainfecéo por CMV, Moro-Garcia e colegas mostraram
que a participacdo frequente em exercicios de alto volume ao longo da vida esta associada a
mudancas fenotipicas e funcionais naresposta imune adaptativa com alto grau de diferenciacéo
e com menor responsividade funcional. Essas diferengas sGo mais pronunciadas em jovens com
nivels prolongados de atividade fisica, mas parecem ser reduzidas a medida que o

envelhecimento fisioldgico ocorre. Isso também sugere gue podem haver mecanismos
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compensatérios que agudam a manter a saude imunoldgica dos atletas (Moro-Garcia,
Fernandez-Garcia, Echeverria, et al., 2014).

A baixa funcionalidade do timo em idosos mostra uma producéo tendenciosa para as
células T CD4*, aumentando o réacio CD4/CD8. Isto também interfere na desregulagdo da
homeostasia, afetando principalmente o subgrupo de células T CD8" naive. Encontramos uma
influéncia negativa da idade nas células T CD8" naive gque pode estar relacionada a esta
hip6tese. Porém, ndo encontramos diferencas na % de células T CD8" naive entre os atletas
master e o grupo controlo, sugerimos que isso possa ser decorrente de uma resposta ao treino,
gue neste caso reverteria o impacto da idade. Além disso, a expressdo de CCR7 nas células

CD8 naive foi similar entre masters e control os.

Assim, sugerimos que a manutencdo de altos niveis de aptidao aerdbica durante o curso
natural do envelhecimento pode gjudar a prevenir o acumular de células T senescentes e, a0
mesmo tempo, manter um nimero suficiente de células T naive capazes de reconhecer e

responder a novos antigénios.

4. Alteragdes no numero de células do sangue periférico e mar cadores da imunidade das

mucosas em funcéo das cargas de treino e ao longo de uma época desportiva. Objetivo 4

O objetivo do estudo 4 foi investigar os ef eitos de uma época de treino sobre marcadores

fisioldgicos, hematol dgicos e salivares em atletas master.

Nossos resultados mostraram que 0s atletas master mantém constantes as cargas e
volume de treino ao longo da época desportiva. Os atletas reduziram a percentagem de gordura
corporal, aumentaram a massa livre de gordura e mantiveram os valores de VO, do inicio ao
final da época de treino. Interessantemente, os resultados obtidos para FC,, e Lac,,, ho teste
de esforco realizado no final da época foram menores do que os alcangados no teste realizado
no inicio. Estes dados sugerem que a manutencdo do treino regular ao longo de uma época
desportiva é capaz de provocar mudancas benéficas nacomposi¢do corporal, e efeitos positivos
sobre variaveis funcionais, nomeadamente no decréscimo daFC,,, e do Lac,,, hecessarios para

atingir o mesmo patamar de um teste de esforgo maximo.
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Os atletas master demonstraram ndo estar imunocomprometidos quando avaliados pela
concentracdo delgA, e aépocade treino ndo teveinfluéncianestavariavel. O mesmo aconteceu
para a concentracdo de cortisol salivar. Entretanto, foi observada uma reducéo dos niveis de
testosterona salivar ao longo da época. Tendo em conta a relagdo desta hormona com os niveis
de fadiga (Vervoorn, Vermulst, Boelens-Quist, et al., 1992; Vervoorn, Quist, Vermulst, et al.,
1991), aacumulagdo de fadiga ao longo dos meses de treino e competicao pode explicar aqueda
nos niveis de testosterona salivar. E importante referir que no inicio da época desportiva os
atletas ndo apresentavam valores de testosterona diferentes do grupo controlo, possivelmente
porque periodos de recuperacdo maior (época de férias) fazem com que os valores de
testosterona sejam restaurados. Este resultado € corroborado pela correlacdo positivaobservada
entre os nivels de testosteronae o VO,,,,,, sugerindo que o aumento da capacidade aerdbia esta
relacionado com alta concentrac&o de testosterona. Estes resultados indicam que o exercicio ao
longo da vida parece estar associado a uma favoravel composi¢do corporal também observado
por outrosinvestigadores (Hayes et al., 2013). Sugerimos que préximos estudos avaliem atletas

master com idade mais avancgada para saber se estas adaptagdes s0 mantidas.
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Conclusao

Capitulo 6
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Em conclusdo, verificou-se que os atletas master apresentaram menor % das células T
CD4" naive e de memdria central e das células T CD8" naive, memdria-central e meméria-
efetora senescentes. As diferencas ndo foram relevantes paraascélulas T CD4* e CD8' efetoras
senescentes. As populacfes de linfécitos T CD4™ e CD8' senescentes e as suas subpopul aces
s80 mobilizadas em resposta ao exercicio agudo, corroborando em parte a teoria do espaco
imune proposta pel o grupo de Simpson. Parece que o treino ao longo davida, mais que o efeito
agudo do exercicio provoca a morte destas células, considerando que a expressao do gene FasL

foi similar entre atletas master e controlos e ndo sofreu efeito do exercicio agudo.

Do ponto de vista inflamatorio, indicadores como o racio TNF-a/IL-10, estdo a niveis
comparaveis entre os atletas master e individuos saudaveis mais jovens (~20 anos). O nimero
e afuncdo das Tregs sdo mantidos nos atletas master. Entretanto, aidade exerce um efeito um
pouco maior nas concentragdes de IL-10, que é revertida em parte pelo treino regular. Embora
as concentragdes de IL-1f estejam aumentadas nos atletas, a concentracéo de IL-1ratambém é
maior, sugerindo uma tendéncia dos atletas master para a manutencéo de um nivel favorével
dos marcadores que determinam ainflamagao sistémica de baixo grau e do equilibrio pré e anti-

inflamatorio destas citocinas.

Os atletas master demonstraram néo estar imunocomprometidos quando avaliados pelas
concentracOes iniciais de IgA e a época de treino ndo influenciou nesta varidvel. O mesmo
aconteceu para a concentracdo de cortisol salivar. Foi observada uma redugdo dos niveis de

testosterona salivar ao longo da época, possivelmente decorrente de fadiga residual .

Assim, a manutencdo de altos niveis de aptidao aerdbica durante o curso natural do
envel hecimento pode ajudar aprevenir o acumular de células T senescentes, tornando o sistema
imunitario de atletas master mais jovem. Atletas master sdo, portanto, um modelo de

envel hecimento exceciona mente bem-sucedido.

9.1 LIMITACOES

Nosso estudo teve algumas limitagdes. A principal limitagéo deste estudo foi 0 pequeno
tamanho da amostra, devido a dificuldade em encontrar atletas com as caracteristicas de treino
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necessarias para este estudo. O mesmo ocorreu para 0 grupo controlo, uma vez que esses
individuos tiveram que ter as caracteristicas sociais, fisicas e de salide combinadas com as dos
atletas. O questionério utilizado para determinar as caracteristicas do treino baseava-se na
recordacio das atividades realizadas pelos participantes. E dificil estabelecer o historico de
treino apds um periodo médio de 24.6 + 1.83 anos de formagdo. Os atletas master que
participaram deste estudo competiram em diferentes esportes, 0 que nos levou a projetar um
protocolo de exercicio padronizado para todos eles para minimizar as diferencas devido a
especificidade do treino. Este fato poderia contribuir paravariancias no tempo deteste e VO,
entre os atletas master devido ao status de pré-condicionamento diferente. Todas as
comparacOes baseline foram transversais, e ndo temos dados sobre o0 desempenho de vinte anos
atras desses atletas antes de comegar suas competicdes. Nossa intencdo foi analisar uma visdo
geral do treino ao longo da vida fornecendo dados das atividades fisicas passadas e atuais dos
participantes. Como as adaptacdes especificas do treino estdo relacionadas com a natureza
(aerdbico, forca, equilibrio), intensidade e duragdo do treino (Chodzko-Zako et al., 2009),

sugere-se uma interpretacdo cautel osa dos resultados obtidos nesta tese.

9.2 SUGESTOES PARA ESTUDOS FUTUROS

Para corroborar ou refutar a tendéncia do aumento das proporgdes de Tregs naive nos
atletas master com aidade, sugerimos que novos estudos sejam realizados incluindo um nimero
maior de participantes e com faixas etarias mais amplas. Sugerimos também que em estudos
futuros se faga o cultivo das Tregs com estimulac&o para a producdo de IL-10 in vitro. Assim,
poderemos saber se 0 ato nivel de IL-10 observado nos atletas master esta associado a uma
maior capacidade de produzir 1L-10 pelas Tregs. E necessario determinar quais mecanismos
s80 responsaveis pelo menor nimero de células senescentes em atletas master adultos e se essa
resposta é mantida em atletas master idosos. Sugerimos que estudos futuros sejam capazes de
determinar o comprimento dos telémeros nas células T naive e de memdria e que sgjam
determinados marcadores de homing celular bem como outros marcadores de apoptose. E
finamente, explorar 0s mecanismos pelos quais o ambiente anti-inflamatério dos atletas é

melhor.
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Anexo 1 — Questionario de saude

NUMERO: NOME:
Data: Hora: Idade: Fumador: O Sim O Nao

1. Sofre atualmente de alguma doenca?
O Sim O Nao
Se sim apresente detal hes:

2. Toma atualmente algum medicamento?
O Sim O Nao
Se sim apresente detal hes:

3. Toma atualmente algum suplemento?
O Sim O Nao
Se sim apresente detal hes:

4. Descreva os alimentos consumidos nas Ultimas 24h

Refeicbes Alimentos (incluindo bebidas) Porces (i.e.: copos, colheres de sopa,
chavena, etc)

Pegueno Almogo

Reforco

Almoco

Lanche

Jantar

Ceia

5. Apresente qualquer informagdo adicional sobre sua salide que julgue relevante durante o periodo que participou
do estudo:
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RESUMO
O objectivo deste estudo foi avaliar a hipdtese que o exercicio fisico induz aumentos na mobilizagao de
células T senescentes. Foi realizado um levantamento sistematizado de estudos empiricos indexados nas

» o«

bases de dados PUBMED e ScienceDirect, utilizando as palavras-chave: “exercise”, “exercise-induced

» « » o«

mobilization of T lymphocytes”, “exercise-induced mobilization of CD8”, “immune space”, “senescent
T-cell mobilization”, “naive T-cell repertoire”, “senescent T-cell repertoire”. Foram encontrados 442 es-
tudos (PUBMED = 99 estudos; ScienceDirect = 343 estudos), sendo que seis preencheram todos os
critérios definidos para inclusdo na meta-andlise. Os estudos que cumpriram os critérios de inclusido
foram avaliados quanto a qualidade metodolégica com a escala de PEDro e analisados utilizando o soft-
ware Comprehensive Meta-analysis. Foram calculados a diferenca entre os erros padrao da média (Std
diff in means), o intervalo de confianca (95% Cl), e os scores Z e P (Z-value e P-value). O exercicio fisico
aumentou a mobiliza¢do de células T senescentes para o sangue periférico, quando comparados os valo-
res agudos obtidos logo apés o término do exercicio com os valores pré-exercicio. E possivel que esta
mobilizagao preferencial leve a indugdo da apoptose destas células criando espago para a produgao de
células T virgens.

Palavras-chaves: Exercicio, Células T senescentes, Imunosenescéncia, Espago imune

ABSTRACT
The purpose of this study was to evaluate the hypothesis of increased mobilization of senescent T cells
to the peripheral blood induced by exercise. The systematic survey of indexed empirical studies was

» o«

conducted in PubMed and ScienceDirect databases using the keywords: “exercise”, “exercise-induced

» o« » «

mobilization of T lymphocytes”, “exercise-induced mobilization of CD8”, “immune space”, “senescent
T-cell mobilization”, “naive T-cell repertoire”, “senescent T-cell repertoire”. The main criterion was the
mobilization of senescent T lymphocytes after exercise. After search, 442 studies (PUBMED = 99 stud-
ies; ScienceDirect = 343 studies) were found and six met all the criteria for inclusion in the meta- anal-
ysis. The studies that met the inclusion criteria were assessed for methodological quality with the PEDro
scale. Data were analyzed using Comprehensive Meta-analysis software. The difference between the
standard errors of the mean (Std diff in means), the confidence interval (95 % CI), and P and Z scores
(Z-value and P-value) were calculated. In conclusion, acute exercise mobilizes a population of CD8+ T-
cells exhibiting a senescent phenotype into the peripheral blood compartment. It is possible that this
mobilization induces apoptosis of these cells and create a vacant space for the production of naive T
cells.

Keywords: Exercise, senescent T cells, immunosenescence, immune space
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INTRODUCAO

Teorias sobre o mecanismo do envelheci-
mento humano foram propostas, inimeras ve-
zes, ao longo dos ultimos 2000 anos e ainda ndo
temos uma explicagdo geralmente aceite e com-
provada sobre este fenémeno universal da vida.
Isto porque o envelhecimento consiste em va-
rios eventos com uma variedade de causas,
sendo que ninguém foi capaz de apontar uma
causa predominante (Burzynski, 2003). Deter-
minar até que ponto os fatores genéticos e o es-
tilo de vida influenciam os declinios funcionais
associados a idade e a magnitude das respostas
adaptativas ao exercicio (ou seja, treinabilidade)
em popula¢des mais jovens e mais idosas, é uma
area de investigacdo ativa (Chodzko-Zajko et
al., 2009).

Se o tempo de vida do ser humano aumenta,
existe uma tendéncia a ocorrer, de modo conco-
mitante, um aumento da carga de morbidade da
populacio, levando a uma maior prevaléncia de
doengas infeciosas e malignas relacionadas com
aidade. A resisténcia de um organismo a doenga
e a infecdo é comprometida com a idade devido
ao aparecimento de declinios inevitaveis no fun-
cionamento normal do sistema imune (Simpson
et al., 2012). Durante o envelhecimento, em
particular, a capacidade para combater infe¢Ges
estd diminuida pelo sistema imune, tal como
evidenciado pelo aumento do nimero de infe-
¢Oes com sintomas mais graves, de duragao pro-
longada e pior diagndstico. Além disso, a reati-
vacio de infecOes crénicas ocorre numa fre-
quéncia maior em humanos e ratos idosos. Es-
tas disfungdes sugerem alteragdes em todos os
componentes do sistema imune, mas as altera-
¢Oes mais consistentes e significativas sao vistas
no compartimento dos linfécitos T (Lages et al.,
2008).

O brago adaptativo do sistema imune (isto é,
células T, células B e seus produtos) parece di-
minuir mais com o aumento da idade e as alte-
racoes relacionadas com a idade no interior do
compartimento das células T (isto é, a razdo
CD4/CDS8 invertida, baixas respostas prolifera-
tivas, o aumento das células de memoria e baixa
sintese de IL-2) sao caracteristicas marcantes do
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Perfil de Risco Imune - uma mistura de biomar-
cadores imunes que foram utilizados para pre-
ver morbidade e mortalidade em idosos (Pawe-
lec, 2006).

A expansio clonal de células T, em resposta
a um estimulo antigénico é um processo funda-
mental da imunidade adaptativa, permitindo a
identifica¢ao de antigénios especificos de célu-
las T efetoras para combater os patogénios inva-
sores. No entanto, esta expansio clonal nio é
infinita, e apés ciclos repetidos e excessivos de
divisao celular, as células T sofrem paragem do
ciclo celular e tornam-se senescentes. Neste es-
tado, as células T n3o serdo mais expandidas
clonalmente sob futura estimulagio antigénica,
mas ainda mantém as propriedades de células
efetoras (por exemplo, reconhecer e matar as cé-
lulas infetadas por virus) e ainda sdo capazes de
produzir grandes quantidades de citocinas pré-
inflamatérias, tais como TNF-a, IFN-y, TNF-y
(Spielmann et al., 2011). Nomeadamente, a es-
timulagdo antigénica faz com que células T pro-
liferem (sofrem expansio clonal via divisdo ce-
lular) e se diferenciem em células T efetoras que
desempenham fungGes
como a secrecao de citocinas, reconhecimento e
morte de células alvo, e a ativagdo de macréfa-
gos e células B produtoras de anticorpos. A ex-
posi¢do antigénica repetida (isto é, ao longo da
vida) aumenta a frequéncia de células T senes-
centes no sangue e tecidos. O aparecimento de
células T senescentes ocorre devido ao excesso
de expansdes clonais que ocorrem como parte
de uma resposta imune normal a reativagao viral
ou a invasiao do organismo ao longo da vida.
Isso, juntamente com uma redugio de células T
naive recém-funcionais saindo do timo atrofi-

especializadas, tais

ado, contribui para a diminuigido do repertorio
de células T naive (isto é, reduzido espago
imune).

Assim, a exposicao repetida a estimulos an-
tigénicos de crescimento durante todo o tempo
de vida (ou seja, reativagio de infecdes virais la-
tentes) leva a mais “rounds” de divisdo celular
e senescéncia prematura. Na medida em que es-
sas células T senescentes ainda retém fung¢des
imediatas das células efetoras (ou seja, morte de
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células infetadas por virus), e sio altamente
pré-inflamatérias, o seu acimulo no sangue e
nos tecidos pode também contribuir para um
certo numero de patologias associadas com a in-
flamagdo (Simpson & Guy, 2010).

Linfécitos T senescentes sdo células experi-
entes em antigénio que expressam KLRG1 e/ou
CD57 na superficie celular (Simpson et al.,
2008). A expressao de KLRG1, como marcador
de senescéncia replicativa, é dependente do nu-
mero de divisdes celulares seguindo a estimula-
¢ao antigénica. Células T CD8" expressando
KLRG1 sdo células experientes em antigénios
com uma capacidade diminuida para proliferar,
mas ainda mantendo capacidades efetoras ime-
diatas, tais como o reconhecimento e morte de
células-alvo (Simpson et al., 2008). Linfécitos T
CD8" com alta expressdo de CD57 tem uma re-
duzida habilidade de proliferar, citotoxicidade
aumentada, produzem menos IL-2 mas mais
IFN-y, e tem caracteristicas indicativas de senes-
céncia replicativa, incluindo telémeros encurta-
dos e aumento da expressio de KLRG1. Essas
mesmas populagdes celulares falham em ex-
pressar CD28, uma importante molécula co-es-
timuladora para a ativagio e prolifera¢io de lin-
fécitos T naive apds um encontro antigénico.

Os efeitos benéficos do exercicio podem vir
tanto de perspetivas de prevencdo e / ou rejuve-
nescimento (Simpson & Guy, 2010). Em pri-
meiro lugar, a partir do ponto de vista da pre-
vengao, o exercicio pode provocar efeitos secun-
dérios sobre o sistema imune, devido as suas
bem conhecidas propriedades redutoras de es-
tresse, limitando assim o potencial de reativacio
viral latente induzida por estresse e erosdo dos
telémeros. Em segundo lugar, a partir do ponto
de vista do tratamento/rejuvenescimento, o
exercicio regular pode levar a destrui¢io do ex-
cesso de clones virais especificos de células T
por meio de apoptose, libertando o "espago imu-
ne" para ser ocupado pelas células T naive e ex-
pandindo o repertério antigénico de células T
(Simpson, 2011). Para que este processo acon-
teca, Simpson and Guy (2010) propdem a exis-
téncia de trés fases distintas que devem ocorrer:

1) uma mobilizacdo seletiva de células T senes-
centes dos tecidos periféricos para o comparti-
mento do sangue durante o exercicio; 2) extra-
vasamento de células T senescentes da circula-
¢do e sua posterior apoptose nos tecidos perifé-
ricos durante a recuperagdo do exercicio; 3) ge-
ragao subsequente de células T naive para subs-
tituir as células T senescentes deletadas. Deta-
lhadamente, o exercicio agudo provoca a mobi-
lizag¢ao preferencial de células T altamente dife-
renciadas e senescentes dos tecidos periféricos
para o compartimento do sangue (linfocitose),
sob a influéncia de catecolaminas.

Por outro lado, o exercicio aumenta a produ-
¢ao de espécies reativas de oxigénio (ROS), gli-
cocorticéides, e citocinas pré-inflamatorias, ex-
pondo assim as células T senescentes a um meio
de estimulos pré-apoptoticos. Recetores de su-
perficie celular de morte (FAS / FAS ligante
(FasL)) sdo “up-regulados” em células T senes-
centes, que também estio sujeitos a danos oxi-
dativos de ADN no sangue. Estas células sus-
cetiveis a apoptose, juntamente com células T
naive e de memoéria danificadas, saem do com-
partimento sanguineo durante a fase de recupe-
racao do exercicio (linfocitopenia) e migram
para tecidos especificos. Uma parte destas célu-
las T senescentes subsequentemente sofrem
apoptose nos tecidos periféricos, criando assim
espago vago. Por conseguinte, a redu¢ao no nu-
mero de células T conduz a um feedback posi-
tivo, aumentando a saida de células T naive do
timo ou de locais de desenvolvimento de células
T extra timo (isto é, figado, intestinos). Estas
células T recém-geradas preenchem o espago
vago e contribuem para um repertério expan-
dido de células T naive. Repeti¢cOes deste pro-
cesso em resposta ao exercicio habitual redu-
zem o numero de células T senescentes ao longo
do tempo, diminuindo o risco de infe¢do e au-
mentando a longevidade saudavel (Simpson &
Guy, 2010).

No presente estudo realizamos uma pes-
quisa bibliografica com o objetivo de avaliar a
hipétese que o exercicio fisico induz aumentos
na mobiliza¢ao de células T senescentes.



METODO

O levantamento bibliografico sistematizado
de estudos empiricos foi realizado nas bases de
dados PUBMED e Science Direct, sendo o peri-
odo selecionado para a busca o compreendido
entre Janeiro de 2000 e Dezembro de 2012. Para
arealiza¢ao da busca on-line utilizaram-se os se-
guintes termos de busca ou descritores: exer-
exercise-induced mobilization of T
lymphocytes, exercise-induced mobilization of
CD8, immune space, senescent T-cell mobiliza-
tion, naive T-cell repertoire, senescent T-cell re-
pertoire.

cise,

Critérios de inclusdo e exclusido na revisiao

Na presente meta-analise foram incluidos
apenas estudos publicados em lingua inglesa. A
pesquisa foi limitada a artigos de revistas cien-
tificas, nao tendo sido consideradas teses e ou-
tras dissertagOes, capitulos de livros e estudos
nao publicados. A base de dados analisada tam-
bém n3o incluiu artigos de revisio e estudos pu-
blicados antes do ano 2000.

O principal critério de inclusio foi a mobili-
zacio de linfécitos T senescentes apods o exerci-
cio.

O interesse desta meta-analise era obter in-
formagbes quanto aos efeitos agudos do exerci-
cio, pelo que foram excluidos os resultados de
estudos com interven¢des de suplementagio
e/ou treino, sendo apenas considerados os re-
sultados dos efeitos agudos apresentados pelos
diferentes estudos. Quando diferentes intensi-
dades de exercicio foram avaliadas, apenas foi
incluida para efeito de analise, o valor de inten-
sidade mais elevado. Quando diferentes faixas
etarias foram consideradas, foram apenas inclu-
idos os resultados referentes a individuos até 40
anos de idade. Nao foi objetivo do estudo consi-
derar a intensidade e a idade como varidveis mo-
deradoras, podendo tal ser equacionado em fu-
turos estudos.

Foram considerados apenas os linfécitos T
CD8" senescentes. Para determinar a senescén-
cia foram aceites os marcadores: KLRG1",
CD57*, KLRG1*/CD57*, KLRG1*/CD28".
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No presente estudo foram encontrados 442
artigos em duas bases de dados: PUBMED (99
estudos) e Science Direct (343 estudos). Apods a
identificacdo dos critérios de interesse através
da leitura criteriosa dos respetivos resumos, fo-
ram selecionados um total de 69 estudos. Des-
tes, seis preencheram todos os critérios defini-
dos para inclusdo na meta-andlise. Os demais
estudos (63) foram excluidos por: i) estarem re-
petidos nas diferentes base de dados e nos cri-
térios de busca (n = 50), ii) serem artigos de
revisdo (n = 02), iii) ndo apresentarem resulta-
dos estatisticos que possibilitassem a analise do
estudo ou iv) por no contemplarem os critérios
de inclusio nomeados anteriormente (marcado-
res de senescéncia, por exemplo) (n = 11).

Andlise Estatistica

Depois de concluida a sele¢io dos estudos,
os dados foram inseridos e projetados em grafi-
cos do tipo forest plots e funnel plot com o au-
xilio de um software informatico especifico, o
Comprehensive Meta-Analysis,
copyright 2006.

Os dados foram classificados como sendo

version 2.0

continuos, tendo sido extraidos os valores de
média e de erro padrio da média bem como o
numero total de individuos pertencentes a cada
um dos estudos selecionados.

Para medir o tamanho do efeito (effect size)
foi utilizado um intervalo de confianca (CI) de
95%. Os resultados foram inseridos e apresen-
tados de forma a avaliar também a heterogenei-
dade (Chi? e p<0,05) e a inconsisténcia (I*) para
cada conjunto de dados (Higgins, Thompson,
Deeks, & Altman, 2003).

Para a sele¢io dos estudos, observou-se cui-
dadosamente possiveis vieses que pudessem
prejudicar os resultados apresentados para cada
um dos estudos. Foi utilizado o grafico de dis-
persdo no formato de funil para avaliar o risco
de viés de publicag¢ao, por meio da avaliagio da
assimetria aplicada ao grafico (Egger, Davey
Smith, Schneider, & Minder, 1997). Quando
nio ha qualquer risco de viés de publicacio, o
grafico apresenta a figura de um funil invertido
(Higgins & Green, 2008), sendo a simetria ou a
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assimetria definidas informalmente, por meio
de avaliagio visual (Egger et al., 1997).

Esta meta-andlise foi realizada com base no
modelo fixo.

Identificacao

A figura 1 apresenta um fluxograma que sin-
tetiza as diferentes etapas e estratégias de sele-
¢ao utilizadas, tendo por base a aplicacdo dos
critérios de inclusao e exclusio.

Busca eletronica nas bases de dados
n =442

PUBMED (n = 99); Science Direct (n = 343)

Estudos selecionados para uma avaliagdo

mais criteriosa

Triagem (n=69)
Artigos de textos Estudos
completos avaliados para PSP
a elegibilidade excluidos
Elegibilidade ' -
g G (n= 63)
Estudos incluidos na analise**
Incluidos (n =06)

Figura 1. Fluxograma das estratégias de selegao. * Referente aos critérios de inclusao e exclusao, ou estarem

repetidos, ou por ndo conterem resultados estatisticos suficientes; ** niumero de estudos no final do processo

de pesquisa e inclusao.

Os estudos que cumpriram os critérios de in-
clusdo foram avaliados quanto a qualidade me-
todoldgica com a escala de PEDro, baseada na
lista Delphi desenvolvida por Verhagen e cola-
boradores no Departamento de Epidemologia,
da Universidade de Maastricht (Verhagen et al.,
1998). Originalmente a escala de PEDro apre-
senta 11 critérios, no entanto os critérios nu-
mero 7 e 8 (7. Todos os avaliadores que medi-
ram pelo menos um resultado-chave, fizeram-
no de forma cega; 8. Medicoes de pelo menos
um resultado-chave foram obtidas em mais de
85% dos sujeitos inicialmente distribuidos pe-
los grupos) foram agrupados num unico crité-
rio: Medigao-cega dos resultados chave, porque
nos pareceu mais apropriado. Se o score PEDro

do estudo fosse menor que quatro, o estudo era
classificado como de baixa qualidade metodolé-
gica e excluido. Nenhum dos seis estudos sele-
cionados obteve pontuacio inferior a quatro. A
andlise individual de cada estudo considerando
a escala de PEDro estd resumida na Tabela 1.

Depois de selecionados os estudos, os dados
foram inseridos e analisados utilizando o soft-
ware Comprehensive Meta-analysis. Foram cal-
culados a diferenca entre os erros padrdes da
média (Std diff in means), o intervalo de confi-
anca (95% CI), e os scores Z e P (Z-value e P-
value). Alguns procedimentos foram aplicados
para corrigir viés causados por varias origens de
erros, tais como erros da amostra e erros de me-
dida.
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Tabela 1
Qualidade metodologica dos estudos incluidos. Classificaciao dos estudos através da Escala de PEDro.
Critérios . . .
e £ 3 g ., ¢ 2 £
g S & S T, § § T 5
i3y < = g o 9 P> B o @ I
9 o ) g oo n O E ) L3h 0 R
1] ob Q 9] < <
=2 o 8o & © 5 8y 2 o g b
= 5 T e 2 S S 28 S 28 8
= = a8 & 2 = 58 & e 2% »
2 T Y2 % 5 % 2E 5 £85 8% §
— %) < = - =i~ = = et
Estudos 5 A ST E Z 3 %3 2§ 292 3F Iy
— S v QO \ N O D~ = o E — O — g — O
N~ o0n”
Spielmann et al., (2011) X X X X X X 6/10
Campbell et al., (2009) X X X X X X 6/10
Simpson et al., (2007) X X X X X X 6/10
Simpson et al., (2010) X X X X X X 6/10
Wang e Lin, (2010) X X X X X X X X X X 10/10
Simpson et al., (2008) X X X X X X 6/10
RESULTADOS conjunto de estudos sobre o exercicio e a mobi-
Na analise foram incluidos seis estudos, que liza¢ao de linfécitos T senescentes, verificamos
contabilizavam um total de 150 sujeitos. que os dados apresentavam um risco reduzido

Quando avalidmos o risco de viés de publicagio de viés de publicagao, de acordo com os baixos
(Figura 2), por meio de assimetria, para cada  valores de assimetria apresentados.

Funnel Plot of Standard Error by Std diff in means

Standard Error

0,5
_

-2,0 -1,5 -1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 15 2,0

Std diff in means

Figura 2. Gréfico de dispersdo no formato de funil que apresenta a rela¢ao da diferenca de média (MD) entre
valores agudos obtidos logo apés o término do exercicio e os valores do pré-exercicio, e o erro padrio [SE (MD)]
de cada grupo de dados incluidos na meta-analise. Por outro lado, um eventual risco mais elevado de viés de
publicacdo nunca deveria ser demasiadamente valorizado, tendo em conta o reduzido namero de estudos utili-

zados nesta meta-analise.

A tabela 2 apresenta os estudos selecionados desvio padrio da idade, os testes utilizados e as
para a meta-analise com autor/ano, resumo da varidveis analisadas), resposta imune (inclui os
interven¢ao (nimero de sujeitos, a média e o
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objetivos do estudo e as variaveis imune inclui-
das no estudo), conclusdes (apresentacio dos
principais resultados e conclusdes) e eficiéncia
(apresenta o resumo estatistico dos principais
resultados destacados nos estudos).

Todos os estudos investigaram sujeitos do
sexo masculino. A idade compreendida variou
de 20 a 40 anos e o nivel de aptidao fisica alter-
nou entre sedentdrios (Wang, Chen, & Weng,
2011), saudaveis (Campbell et al., 2009; Simp-
son et al., 2008; Spielmann et al., 2011) e treina-
dos (Simpson et al., 2007, 2010).

Nos estudos de Campbell et al. (2009) e
Wang, Chen, e Wen (2011) os sujeitos peda-
laram em intensidades correspondentes a 85%
e 50% da Wn predita, respetivamente. Nestes
dois estudos os individuos ndo realizaram o es-
forco até a exaustdo voluntaria e apenas foram
incluidos os resultados dos grupos que realiza-
ram o exercicio em normoxia (Wang et al.,
2011) e em alta intensidade (Campbell et al.,
2009). Os efeitos agudos foram observados apds
20 minutos (Campbell et al., 2009) e 30 minu-
tos (Wang et al., 2011) de ciclismo. Simpson et
al. (2007) e Simpson et al. (2010) utilizaram o
mesmo protocolo de exercicio, corrida em pas-
sadeira rolante a 80% do VOyms, enquanto
Simpson et al. (2008) submeteu seus avaliados
a um protocolo maximo em passadeira. No caso
destes trés estudos, os individuos realizaram o
exercicio até a exaustdo. Por outro lado,
Spielmann et al. (2011) correlacionou 0 VO;max
com o acimulo de células T senescentes. Neste
caso, nio foram consideradas as correla¢des re-
lacionadas a idade que o estudo investigou.

Os estudos incluidos nesta meta-analise evi-
denciaram que linfécitos T com caracteristicas
senescentes sao mobilizados dos compartimen-
tos periféricos para o sangue imediamente apds
a realiza¢do de uma sessdo de exercicio. O pa-
driao de aumento foi semelhante entre os estu-
dos considerando o valor de p observado (Ta-
bela 2).

Linfocitos T senescentes foram analisados
quanto a presenca dos marcadores de superficie
celular KLRG1*, CD57", CD28". Somente o es-

tudo de Campbell et al. (2009) nio determina-
ram a senescéncia através desse marcador, mas
através da expressio de CD57. O estudo de
(Simpson et al., 2010) especialmente investigou
se as células expressando KLRG1 eram linféci-
tos T terminalmente diferenciados
(KLRG1*/CD28/CD57") ou uma populagio de
células T memoria-efetoras
(KLRG1*/CD28*/CD57) que nio atingiram a
diferenciacdo terminal. Os resultados mostra-
ram que o aumento na propor¢ao de células
KLRG1* dentro da subserie de células T CD8*
apds o exercicio é devido principalmente a uma
mobilizagio seletiva de células T altamente di-
ferenciadas exibindo um fenétipo
KLRG1*/CD57* (56% aumento) e
KLRG1*/CD28 (61% aumento) na superficie
celular.

Diferente dos outros estudos que determina-

ram os efeitos agudos do exercicio, Spielmann
et al. (2011) examinaram a associa¢ao entre 0s
valores de VOsma.x de homens saudéveis (18-24
anos) e o acumulo de células T senescentes.
Neste estudo somente foi considerado o grupo
jovem. Analises de regressao univariada mostra-
ram que o VO,mi foi inversamente associado
com células T CD8* senescentes
(KLRG1*/CD57%, r = -0,287, p<0,01;
KLRG1*/CD28, r = -0,350, p<0,001), po-
dendo indicar que a manutengio de altos niveis
de aptidao aerdbia durante o curso natural do
envelhecimento pode prevenir o acimulo de cé-
lulas T senescentes com especificidade antigé-
nica limitada.
A figura 3 apresenta os resultados finais relati-
vos aos 6 estudos incluidos no estudo, tendo
por base a partir da utilizagdo do programa
Comprehensive Meta-analysis. O exercicio fi-
sico aumentou o namero de células T senescen-
tes em todos os estudos analisados, ao compa-
rar os valores agudos obtidos logo apds o tér-
mino do exercicio com os valores pré-exercicio.
Os resultados sdo apresentados como a dife-
renca entre os erros padroes da média (0,715),
onde Z = 5,478 sendo esse efeito significativo
(p <,001).
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Name Statistics for each study
Standard  Std diff Lower Upper
error  inmeans Variance limit limit Z-Value p-Value Total
Campbell (20099 0,350 1090 0123 044 176 3113 0002 13
Simpsan (2010) 034 0620 013 -008 1333 173 0089 9
Simpson (2007) 0,442 1060 01% 01% 19 239 006 8
Wang (2011) 0,342 050 0117 -00%0 1250 16% 00% 10
Simpson (2008) 0,391 0670 0153 -0097 1437 1712 0087 8
Spiemamn (2011) 0210 059 004 018 1010 286 0004 102
0131 0715 0017 0459 0971 5478 0,000
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Figura 3. Efeitos agudos do exercicio sobre o niumero de células T senescentes

DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a hipé-
tese do aumento da mobilizacao de células T se-
nescentes induzido pelo exercicio. A expansao
de clones de células T CD8"* senescentes associ-
adas a infe¢Oes virais persistentes ocupa uma
grande propor¢ao do espago imune que, em con-
di¢des de baixa exposicao ao patogénio e reati-
vagOes virais menos latentes, seria ocupado
principalmente por células T naive. Na medida
em que o numero total de células T periféricas é
estreitamente regulado, um acimulo supérfluo
de células T experientes em antigénio pode re-
duzir a saida de células T naive, diminuindo o
numero e a percentagem de células capazes de
montar respostas imunes a novos agentes pato-
génicos. Nesta situagao, estas células T resisten-
tes a apoptose e altamente diferenciadas, sobre-
carregam o espa¢o imune, traduzindo-se num
menor repertério de células T para os antigénios
novos, resultando numa vigilancia imunolégica
reduzida e num risco aumentado de infecio
(Simpson & Guy, 2010).

A anilise dos seis estudos incluidos nesta
meta-analise mostrou que o exercicio fisico ou
uma boa aptidio aerdbia é capaz de aumentar
mobilizagdo de células T senescentes no sangue
periférico. A mobilizagdo de células T experien-
tes em antigénio a partir dos tecidos periféricos
para o sangue, poderia gerar um “espago vago”

onde as células T naive eventualmente ocupa-
riam espago (Simpson et al., 2007, 2008; Sim-
pson & Guy, 2010). Essas células caracterizam-
se por linfécitos citotdxicos com um perfil celu-
lar claramente definido, caracterizado por um
imediato potencial citotéxico efetor e uma alta
propensdo para migrar dentro dos tecidos peri-
féricos (Campbell et al., 2009).

Sugere-se que os linfécitos mobilizados com
exercicio sejam mais sensiveis a apoptose. Este
processo poderia ser causado por estimulos pré-
apoptoticos induzidos pelo exercicio sobre as
células T circulantes e provocando vias apop-
téticas iniciais antes que a célula deixasse o
compartimento do sangue. Como os linfécitos
s3o conhecidos por sairem do sangue durante a
fase de recuperagao de exercicio, uma parte des-
tas células extravasadas (tendo ja encontrado
um estimulo pré-apoptética) pode subsequen-
temente morrer por apoptose em tecidos perifé-
ricos (Simpson, 2011). Leucécitos CD57+ e
KLRGI1+ (senescentes) foram mais suscetiveis
apoptose induzida por H,O, in vitro comparado
com linfécitos expressando CD28, CD62L, ou
CDl11a (Wang & Lin, 2010).

Os marcadores de senescéncia sobre as sub-
populagdes de linfécitos T sao considerados
também eficientes marcadores do envelheci-
mento bioldgico sistémico (Simpson et al.,
2008). Embora o CD45RA e o CCR7 sejam mar-
cadores eficientes de diferenciacao das células
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T, a  identificacio de  células T
CD45RA*/CCR7" como células terminalmente
diferenciadas (ex: senescentes) é controversa
devido ao facto destas células ainda demonstra-
rem niveis eficazes de proliferacio apds ativacao
do recetor de célula T (TCR). Atualmente, a ex-
pressao combinada de KLRG1 e CD57, ou a ex-
pressao de KLRG1 na auséncia de CD28 pare-
cem ser marcadores mais aceites de senescéncia
das células T, pois as células com este fendtipo
sdo incapazes de sofrer futuras divisGes, ndo ex-
pressam o CD27 e o CCR7, e tém uma baixa ex-
pressdo de CD127 (Simpson, 2011; Simpson &
Guy, 2010). Foi por esse motivo que esta meta-
analise incluiu estudos que tivessem avaliado
esta combina¢io de marcadores, embora essa
opgao tenha eliminado um certo numero de es-
tudos (11 no total), o que certamente é a maior
limitagdo do estudo, procurou-se uma melhor
confiabilidade e maior atualidade dos resulta-
dos.

Spielmann et al. (2011) descobriram que os
individuos com valores de VOamsx acima da mé-
dia tinham menos células T CD4" e CD8" se-
nescentes e mais células T CD8" naive do que
aqueles com valores abaixo da média de VOimax,
mesmo apos ajuste para idade, indice de massa
corporal e percentagem de gordura corporal.
Surpreendentemente, os autores verificaram
que a associagdo, bem aceite, entre idade e o nu-
mero de células T senescentes ja ndo existia,
quando a idade era ajustada para 0 VO;max, indi-
cando que a aptidio aerébia pode ser um forte
determinante de mudancas fenotipicas de célu-
las T, mais do que a propria idade cronolégica.
Este efeito foi limitado as células senescentes,
sendo que 0 VOamax nA0 foi associado com as cé-
lulas de memoria efetora (KLRG1*/CD28")
apos o ajuste para a idade. Os autores conside-
raram que o seu estudo foi o primeiro a mostrar
que a aptiddo aerdbia esta associada a uma mo-
dera¢do do acimulo natural relacionado com a
idade de células T senescentes no sangue peri-
férico, com destaque para os efeitos benéficos
da manutencio de um estilo de vida fisicamente
ativo sobre o envelhecimento do sistema imuni-
tario. Isso reforca a intuicao de que a atividade

fisica regular pode exercer propriedades preven-
tivas e / ou de “rejuvenescimento” do envelhe-
cimento do sistema imune por amenizar a acu-
mulacio relacionada com a idade, de células T
senescentes e prevenir a rapida transi¢io para a
categoria de Perfil de Risco Imune mais tarde na
vida (Simpson & Guy, 2010). Os autores postu-
laram que a manutengio de altos niveis de apti-
dao aerdbia durante o curso natural do envelhe-
cimento pode ajudar a prevenir o acimulo de
células T senescentes, que tém especificidade
antigénica limitada, ao mesmo tempo, man-
tendo um namero suficiente de células T naive
capazes de reconhecer e responder a novos an-
tigénios (Spielmann et al., 2011).

Os resultados do estudo de Spielmann et al.
(2011) apontam uma série de implicagdes im-
portantes para os beneficios preventivos do
exercicio contra a imunossenescéncia associada
ao envelhecimento. Em primeiro lugar, dado
que a propor¢ao de células T senescentes au-
menta em 10% por década de vida, na idade
avancada, em homens saudaveis / assintomati-
cos, seria razoavel postular que niveis elevados
de aptiddo fisica e exercicio regular poderiam
prevenir ou impedir o acamulo de células T se-
nescentes por décadas. Em segundo lugar, os ni-
veis de atividade e aptiddo fisica sdo os princi-
pais fatores moderadores na relagio idade-imu-
nossenescéncia e sdo preditores independentes
da "idade imunolodgica". Em terceiro lugar, o va-
lor terapéutico do exercicio em melhorar a imu-
nocompeténcia da populagio em envelheci-
mento assintomadtico e imunocomprometidos
clinicamente (por exemplo, HIV +) é potencial-
mente imenso (Hong, 2011).

CONCLUSOES

O exercicio fisico aumentou a mobilizagio de
células T senescentes para o sangue periférico,
quando comparados os valores agudos obtidos
logo apds o término do exercicio com os valores
pré-exercicio. E possivel que esta mobilizacio
preferencial leve a indugao da apoptose destas
células criando espaco para a producio de célu-
las T virgens.
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Abstract

v

The purpose of this study was to investigate the
hematological and inflammatory responses to 4
maximal high-intensity protocols, considering
energy expenditure in each test. 9 healthy volun-
teers performed 4 high-intensity exercise tests
of short [Wingate (WANT); Repeated-sprints
(RSA)] and long durations [Continuous VO, test
(VCONT); intermittent VO, test (VINT)] in a cycle-
ergometer, until exhaustion. Hematological param-
eters and IL-6, IL-10 and creatine kinase (CK)
levels were determined before (PRE), POST,
30min, 1, 2, 12 and 24h after the end of the
protocols. Additionally, energy expenditure was
determined. Leucocytes, erythrocytes and lym-

phocytes increased at POST and returned to PRE
values at 30min for all protocols. Lymphocytes
had a second decreased at 2h and granulocytes
increased at 2h when compared to PRE. Both
variables returned to PRE values between
12-24hinto recovery. The magnitude of response
for IL-6 was greater in VINT and for IL-10 in
VCONT. There was no association of energy
expenditure within each exercise protocol with
the pattern of IL-6, IL-10 and CK responses to the
exercise protocols. The present finding support
that similar responses after continuous or inter-
mittent acute protocols are observed when
exercises are performed to volitional failure,
regardless of the duration and mode of exercise.

Abbreviations

v

CK Creatine Kinase

Hb Hemoglobin

Ht Hematocrit

MCH Mean Corpuscular Hemoglobin

MCHC  Mean Corpuscular Hemoglobin
Concentration

MCV Mean Corpuscular Volume

MPV Mean Platelet Volume

RBC Red Blood Cells

RER Respiratory exchange ratio

RSA Repeated-sprints Test

VCONT Continuous VO, test; long-term
high-intensity exercise until
exhaustion in cycle-ergometer
Intermittent VO, test; long-term
high-intensity exercise until
exhaustion in cycle-ergometer
Wingate Anaerobic Test

VINT

WANT

Introduction

v

The interactions between exercise, hematological
system and immune function have been widely
studied since the observation of exercise-induced
leucocytosis, which has important implications
for immunity [23,34]. An acute bout of exercise
places an important demand on the body,
depending on the model, intensity and duration
of the effort. Furthermore, high-intensity exercise
creates muscle damage and inflammation, lead-
ing to disturbance in cellular homeostasis and
discomfort, resulting in a cytokine-mediated sys-
temic inflammatory response [46] similar to the
cytokine profile elicited after an acute episode of
infection [34]. This may result in a temporary
immunosuppression and can increase the suscep-
tibility to infections [12,27] and autoimmune dis-
orders [48]. In addition, the hormonal and
adrenergic effects [34] and the enhanced anti-
inflammatory cytokine response (i.e., IL-10
production) [13] have been linked with this
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decrease in immune function after high-intensity exercise in
active individuals.

It is known that the intensity of exercise and duration are impor-
tant factors in determining the relative recruitment of the
energy processes. Other factors, such as availability of oxygen
and metabolic substrates, environmental factors and hormonal
changes will modify the extent to which the energetic processes
occur.18] and the changes in hematological and inflammatory
makers that may or may not happen. For example, an inverse
relationship between post-exercise muscle glycogen and IL-6
plasma cytokine levels has been found [28,37]. Additionally, a
temporary depression of various aspects of immune function
will usually last for 3-24 h after exercise [15].

Very few studies have considered the impact of duration and
mode (continuous vs. intermittent) of exercise on immune func-
tion [8,25,26,40,41]. Hence, we focused in this study on surro-
gate outcomes as markers of inflammation and skeletal muscle
recovery (i.e., leukocytes, IL-6, IL-10) after a single bout of maxi-
mal exercise, with different models (short-term high-intensity
exercise and long-term high-intensity exercise) and their
responses during a 24h recovery period. To the best of our
knowledge, this is the first study to compare maximal intensity
protocols, including different durations and mode, and monitor-
ing test responses for 24 h. Therefore, the aim of this study was
to analyze the impact of duration and mode (continuous x inter-
mittent) of 4 maximal protocols on hematological profiles
and markers for systemic inflammation (IL-6 and IL-10). Addi-
tionally, we examined whether the 4 maximal protocols had
different recovery patterns by looking at a 24h post-exercise
time-course response for IL-6 and IL-10.

Methods

v

Participants

The sample consisted of 9 healthy (male=6, female=3) univer-
sity students (© Table 1). Their VO, was 3.1+0.7 (Lmin™';
© Table 1). None of the volunteers suffered from acute or chronic
diseases or reported intake of medication, including antioxi-
dants and nicotine abuse. All participants were healthy and not
participating in regular exercise training. Participation was
voluntary, and all participants signed an informed consent doc-
ument before the participation in the study. The experimental
methods and procedures were approved by the Ethics and
Human Subjects Review Board at the Faculty of Sports Science
and Physical Education, University of Coimbra. This study meets
the ethical standards of the International Journal of Sports Med-
icine [17].

Experimental design

Participants attended 4 laboratory-based testing sessions. The
testing order was randomized with a interval period of 72-h
between tests [43]. During this time, all participants were
encouraged to not perform intense physical exertion.

We tested different models in a cross-sectional study (short-
term high-intensity exercise and long-term high-intensity
exercise, with 2 continuous and 2 intermittent protocols). In
addition, to analyze the impact of duration, the aim of this study
was also to analyze the impact of mode (continuous x intermit-
tent). To do so, each participant completed 4 independent test
protocols: 2 protocols of short-term high-intensity exercise
in cycle-ergometer: 1) 30-s Wingate Anaerobic Test (WANT);
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2) Repeated-sprints Test (RSA); and 2 protocols of long-term
high-intensity exercise until exhaustion in cycle-ergometer: 3)
Continuous VO, test (VCONT); 4) Intermittent VO, test (VINT).
The oxygen uptake and plasma lactate accumulation were meas-
ured during the tests to determine energy system contributions
and energy expenditure during exercise. Blood samples were
taken at rest before (PRE), immediately post (POST), and 30 min,
1, 2, 12 and 24 h post-exercise. Blood samples were analyzed for
leukocyte, lymphocyte, granulocyte and monocyte cell counts
and for IL-6, IL-10 and CK plasma concentrations. An overview of
the experimental protocol is presented in © Fig. 1.

Exercise protocols
Prior to baseline measurements, participants were informed of
the laboratory testing procedures. After the measurements of
body mass, stature and the pre-test blood sample, participants
performed the first test to exhaustion on an electronically
braked cycle ergometer (Lode, Groningen, Netherlands) using an
online gas collection system (Quark CPET COSMED, COSMED,
Rome, Italy). Also for VCONT and VINT protocols an electroni-
cally braked cycle ergometer and the online gas collection sys-
tem were used to determine VO,,,x. During all the tests, heart
rate was measured continuously using a heart rate monitor
(COSMED, COSMED, Rome, Italy). VO,,.x was determined using
a voluntary criterion of exhaustion or when the following
occurred: the participant reached a respiratory exchange ratio
(RER) above 1.15; when oxygen uptake reached a plateau with
increasing work rate; and when a heart rate close to age pre-
dicted maximal values was attained [19]. The detailed protocols
are described below:
a) Wingate Anaerobic Test (WANT): participants completed a 30s
maximal effort on an electronically braked cycle ergometer at
a resistance equivalent to 9% of their body mass.
b) Repeated-sprints Test (RSA): each participant performed 10
repetitions of 10-second all-out effort with 30-second of pas-
sive recovery on cycle ergometer [1,2].
Continuous VO, test (VCONT): participants performed an
incremental test to exhaustion on an electronically braked
cycle ergometer using an online gas collection system to
determine VO,,.x. Following a 5-min warm-up, the test
began at 75W with the workload increasing by 25W every
3 min until volitional exhaustion [5]. The value recorded for
VO,max in the protocol corresponded to the mean of the 2
highest values achieved over a 30-second collection period.
Intermittent VO, test (VINT): participants performed an incre-
mental intermittent test to exhaustion on an electronically
braked cycle ergometer using an online gas collection system
to determine VO,,.,. Following a 5-min warm-up, the test
began at 75W with the workload increasing by 25W every
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Table 1 Participant characteristics.
Mean Standard Range|
Deviation Reference

Age (years) 32.22 (2.45) 26-41
Stature (cm) 174.47 (2.46) 156.3-184.2
Weight (kg) 69.20 (4.81) 47-95
IMC (kg.m™2) 22.47 (1.28) 19.2-28
VOsmix (L.min 1) 3.123 (0.2) 1.883-4.108
VOsmsx (MLkg™".min™T) 4551 (4.90) 37.12-51.75

Mean £SD of physical and blood parameters measured before all test protocols in 09
health subjects
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Experimental design. All participants completed 4 independent test protocols. Between trials, a minimal of 72 h of interval was ensured. Before

(PRE), immediately after exercise (POST), and the following recovery sessions (30 min, 1, 2, 12, 24 h), blood samples, were collected to analyzed hemato-
logical profile and muscle damage (IL-6 and IL-10). Before the experiments, participants were familiarized with the test scheme. From the first test until the
end of experimentation period, the participants were instructed to avoid alcohol consumption and smoking. Other healthy habits such as good quality of

sleep and food were also requested, too.

3min period with 1-min of passive rest, until volitional
exhaustion. The value recorded for VO,,,,x in the protocol cor-
responded to the mean of the 2 highest values achieved over
a 30-s collection period.

Blood collection

Blood samples (~12 mL) were obtained from the antecubital vein
by venepuncture. The blood was collected into tubes containing
EDTA and analyzed for leukocytes (WBC), erythrocytes (RBC),
granulocytes, lymphocytes, monocytes, platelets, mean platelet
volume (MPV), hemoglobin (Hb), mean corpuscular volume
(MCV) and mean corpuscular hemoglobin concentration
(MCHC), hematocrit (Ht), and mean corpuscular hemoglobin
(MCH), with a full cell count, using a blood analyzer (Beckman
Coulter T660; Beckman Coulter, Inc., Miami, Florida). Whole
blood Hb and Ht were used to estimate changes in plasma vol-
ume (Py) relative to Pre, established as baseline. All measure-
ments for erythrocyte’s indices, Hb and Ht following exercise
testing were corrected for changes in Py [10]. The remaining
blood was centrifuged at 4°C for 15min at 1500 rpm. After cen-
trifugation, plasma was stored at —80°C for subsequent analy-
ses. IL-6 and IL-10 plasma concentrations were determined by
ELISA according to the manufacturer’s instructions (Invitrogen,
CA). The minimum detection limit for both IL-6 and IL-10
was <1pg/ml. Plasma samples were assayed in duplicate. The
mean coefficient variation for the duplicate analysis was 3.4% for
IL-6 and 4.0% for IL-10.

CK levels were determined using the Horiba Medical Pentra
C200 analyzer (Kyoto, Japan) following the manufacturer’s
instructions.

Calculations of the energy expenditure and energy
system contributions

In order to determine the energy system contributions and
energy expenditure during exercise we measured breath-by-
breath oxygen uptake (VO,) during exercise, post-exercise VO,
kinetics and plasma lactate accumulation (3-5 min post - pre) in
each test. The total energy expenditure and the contributions of
the aerobic, anaerobic lactic and anaerobic alactic metabolisms

were calculated using GEDAE-LaB (GEDAE-USP, Sao Paulo, Bra-
zil) software [6]

Statistical analysis

Descriptive statistics for all dependent variables at all measure-
ment points are presented as mean and standard deviation. To
describe the patterns of changes of interleukins and CK in
response to different maximal exercise protocols we considered
hierarchical/multilevel modeling. Individual changes are
expressed as percentage changes via logarithmic transformation
of the dependent variables. The dependent variables were cen-
tered on the mean of baseline outcome (measurements at PRE).
To allow the interpretation of between measurement slopes
we scaled time as a discrete variable ranging from zero to 7.
A dummy variable was incorporated in the models to categorize
the maximal exercise protocols (WANT: 0; RSA: 1; VCONT: 3;
VINT: 4) and was included at level 2. To explore differences in the
rate of changes across the tests we included in the models inter-
action terms between the time terms (slopes) and maximal
exercise protocol. Additionally, we considered the influence of
energy expenditure within each exercise protocol (added as
fixed effects on the multilevel models) on the pattern of IL-6,
IL-10 and CK responses to the exercise protocols. Restricted
maximum likelihood estimation was used to obtain the
unknown parameters. We considered a covariance structure
(first-order auto-regressive) to accommodate auto-correlation
of within-individual residuals (Goldstein, Healy, & Rasbash,
1994; Steele, 2008). Multilevel regression models were obtained
using “nlme” package (Pinheiro & Bates, 2000), within the R sta-
tistical language (R-Core-Team, 2014).

Results

v

Leukocytes and erythrocytes counts increase
immediately post-exercise in all protocols

There were significant increases in leukocyte and erythrocyte
counts in POST for all protocols (P<0.01), returning to PRE val-
ues 30min post-exercise. The variation observed for lympho-
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Fig. 2 Pre- vs. post-exercise changes of leuko-
cytes, lymphocytes, granulocytes, erythrocytes
and monocytes in the peripheral blood. *P<0.01
vs. pre-stage, #P<0.05 vs. pre-stage.
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cytes was multifaceted, in that a significant increase was
observed in POST for all protocols (P<0.01), which was followed
by a significant decrease 2 h after. However, between 12 to 24h
after the end the protocol the lymphocytes returned to basal val-
ues for all the protocols. Granulocytes decreased in POST in all
tests, except in the WANT, and increased steadily until 2 h after
exercise and returning to baseline levels between 12 to 24h
post-exercise. There were no significant changes for monocytes
during the experimental design (© Fig. 2).

Mode and duration of exercise does not alter the
erythrocytes indices

None of the participants showed values higher than the refer-
ence range for Hb and Ht in PRE. The hemoglobin responses for
the short-duration tests (WANT e RSA) and the long-duration
intermittent (VINT) test showed a significant increase (p<0.01)
after exercise and returned to PRE values 30 min post-exercise in
the WANT, RSA and VINT. No changes were detected in the
hemoglobin responses for the VCONT (© Table 2). The erythro-
cytes (MCV, MCH, MCHC) and platelet indices (MPV) were not
significantly modified for all protocols in all time-points meas-
ured (© Table 2).

The time effect on cytokine concentration is dependent
on mode of exercise

Responses of interleukins and CK at the different time points by
exercise protocol are summarized in © Table 3.

© Table 3 shows the multilevel regression analysis for IL-6, IL-10
and CK changes in response to exercise protocols. The patterns
of IL-6, IL-10 and CK change in response to exercise are repre-
sented in © Fig. 3. The exponents for intercept (WANT) and each
exercise protocol indicate that participant’s pre-test values of
IL-6 were higher compared to the other exercise protocols. No
baseline differences were present for IL-10 and CK. For IL-6

1h  2h 12h 24h

response to Wingate anaerobic test, slope values across time
indicate a decrement of response between the 24 h periods of
observation (5.32 pg/mL). The non-significant exponents for the
measurements times by exercise protocol interaction indicate
that VINT had a similar decrement in response across the 24-h
period of observation. For the RSA and VCONT, IL-6 POST values
were increased (2.33 and 2.16 pg/mL, respectively), but changes
after 24h values were similar to pre-test values. IL-10 values
were decreased after the 24h period in response to Wingate
anaerobic test (1.94 pg/mL), particularly presenting substantial
decrements 12h after the short-term maximal effort (1.67 pg/
mL). As for the other exercise protocols, the large variability sug-
gests that no substantial change was observed across the 24h
observation period in response to exercise. A trend of acute
response post-exercise was apparent for CK in response to the
maximal exercise protocols (1,17 pg/mL), but no substantial dif-
ferences were observed across the 24 h period of observation.
There was no association of energy expenditure within each
exercise protocol with the pattern of IL-6, IL-10 and CK responses
to the exercise protocols (© Table 4).

Discussion

v

The main results of this study demonstrate that acute changes in
leukocyte subpopulations, hemoglobin and hematocrit to stren-
uous exercise vary slightly depending on the mode (intermittent
vs. continuous) and duration of exercise. It seems that variation
may be more pronounced in cytokines, IL-6 and IL-10.

Hematological changes and exercise

None of the participants showed values higher than the refer-
ence range for leukocytes, erythrocytes, hemoglobin, hematocrit
and erythrocyte’s indices. These are important because the sta-
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Table 2 Mean and standard deviations of hematological indicators at each measurements pre- and post-exercise. Mean (SD) of Hemoglobin (g.dL-'), Hemato-
crit (%), Mean Corpuscular Volume (fL), Mean Corpuscular Hemoglobin (pg), Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration (g.dL-') and Mean Platelet Volume
(fL) before (PRE) e after (POST, 30’, 1h, 2h, 12h, 24h) all test protocols (n=9).

Before After
Parameters PRE POST 30 1h 2h 12h 24h
WANT (N=9) Hb 14.5 (0.4) 15.5(1.8) * 14.7 (1.6) 14.3(1.6) 14.2(1.5) 14.4(1.5) 14.4(1.1)
Ht 44.3 (4.1) 47.6 (4.1) 45.2 (4.0) 44.2 (4.3) 43.8 (4.0) 42.8 (3.7) 44.3 (3.9)
MCV 89.1(2.8) 89.1(3.3) 89.0 (3.0) 89.4 (2.9) 89.1(2.8) 88.4(2.6) 89.2(2.9)
MCH 28.4(1.1) 28.9(1.5) 28.8 (1.6) 28.7 (1.3) 28.9 (1.4) 29.8 (1.4) 29.0(1.0)
MCHC 31.8(1.2) 32.4(1.6) 32.3(1.2) 32.1(0.9) 32.4(1.0) 33.7(1.1) 32.9(2.0)
MPV 8.4(0.8) 8.7 (0.8) 8.6 (1.0) 8.3(0.8) 8.2(0.7) 7.6 (0.9) 8.0(1.1)
RSA (N=8) Hb 13.8(1.2) 15.2(1.2)* 13.8(1.3) 13.7 (1.4) 13.7 (1.3) 13.8(1.3) 13.7 (1.6)
Ht 43.0 (3.8) 47.2 (3.3) 41.7 (6.9) 42.4(3.6) 42.7 (3.6) 42.7 (3.6) 42.7 (4.7)
MCV 88.9(3.2) 89.8 (3.0) 88.3(2.6) 88.7 (3.0) 88.8 (3.6) 88.6 (2.7) 89.2 (2.6)
MCH 28.6(1.5) 28.8(1.3) 28.3(1.2) 28.7 (1.4) 28.5(1.2) 28.5(1.5) 28.6(1.7)
MCHC 32.2(1.0) 32.1(0.9) 32.2(0.9) 32.2 (1.0) 32.2(0.8) 32.1(1.2) 31.9(1.6)
MPV 8.3(0.8) 8.8 (0.9) 8.6 (0.8) 8.4(0.9) 8.1(0.9) 7.4(0.8) 7.7(1.1)
Veont (N=9) Hb 14.5(1.2) 14.7 (3.6) 14.6 (1.0) 14.3(1.0) 14.3(0.9) 14.3(1.3) 14.4(1.2)
Ht 45.0 (3.5) 49.0 (3.6) 45.2 (6.9) 44.2 (3.3) 44.2 (3.0) 44.3 (3.9) 43.3(3.8)
MCV 89.0 (3.0) 89.5(2.9) 89.1(2.8) 88.4(2.3) 88.7 (2.6) 88.5(2.8) 88.9(3.2)
MCH 28.7 (1.3) 28.9(1.2) 28.8 (1.1) 28.5(1.3) 28.8(1.2) 28.5(0.9) 29.0(1.1)
MCHC 32.2(0.9) 32.2(0.8) 32.3(0.7) 32.3(1.1) 32.4(1.0) 32.3(0.8) 32.6 (1.0)
MPV 8.4(0.7) 8.9(0.9) 8.4(0.9) 8.3(0.7) 8.1(1.0) 7.5(0.8) 7.9(0.9)
Vint (N=8) Hb 14.7 (1.2) 15.1(1.2)* 14.0 (1.3) 13.6(1.3) 13.6(1.3) 13.1(1.4) 13.4(1.5)
Ht 43.1(3.4) 47.2 (3.6) 43.7 (3.5) 42.1(3.6) 42.4(3.7) 41.0 (3.6) 41.5(3.7)
MCV 89.3(2.5) 89.7 (2.3) 89.3(2.9) 88.8(2.8) 88.8 (2.6) 89.0(2.4) 89.0(2.9)
MCH 28.3(1.4) 28.6(1.2) 28.6 (1.3) 28.4(1.5) 28.3(1.5) 28.4(1.6) 28.6 (1.6)
MCHC 31.7(0.9) 31 9(1.0) 32.0(0.8) 32.0(1.0) 31.9(1.1) 31.8(1.1) 32.1(1.1)
MPV 8.4(1.0) 9(1.3) 8.3(0.8) 8.2(0.7) 7.8 (0.6) 7.2(0.7) 7.4 (0.5)
Hemoglobin (Hb), Hematocrit (Ht), Mean Corpuscular Volume (MCV), Mean Corpuscular Hemoglobin (MCH), Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration (MCHC), Mean

Platelet Volume (MPV). * P<0.05 compared to PRE

Table 3 Fixed explanatory variable results based on multilevel regression analysis of IL-6, IL-10 and CK changes (%) across 24-h in response to different high-
intensity exercise protocols.

IL-6 IL-10 CK

Fixed explanatory variables

Intercept (Wingate Anaerobic test as reference) 28 7 (38.5) 0.00 (30.5) 0.0 (21.3)
Pre- to post-exercise slope (Wingate Anaerobic test as reference) 3(31.7) 27.7 (27.1) 16.2(5.6) " *
Post-exercise to 30 min slope (Wingate Anaerobic test as reference) -1 O 4 (32.6) 17.0 (27.9) 7.2(7.0)
30min to 1h slope (Wingate Anaerobic test as reference) -58.7 (33.4)? -31.0(27.9) 5.4(7.7)
1hto 2h slope (Wingate Anaerobic test as reference) -29.0(35.1) -16.0(27.9) 9.5(8.0)
2h to 12h slope (Wingate Anaerobic test as reference) -138.6(56.1) * -51.3(27.9)° 12.9(8.2)
12h to 24h slope (Wingate Anaerobic test as reference) -167.2(46.7)* * -66.1(27.9)* 5.4 (8.3)
Repeated sprints test -79.4(36.1)* —13 1(30.3) 3.9(8.6)
Continuous VO, test -22.5(34.6) .7 (28.9) -1.6(8.4)
Intermittent VO, test -60.1(34.7)° —2 0 (28.9) -0.1(8.5)
Repeated sprints test x Pre- to post-exercise slope 84.6 (43.9) " 39.2 (41.3) -5.0(8.1)
Repeated sprints test x Post-exercise to 30 min slope 58.1(48.7) 21.5(42.6) -5.5(10.4)
Repeated sprints test x 30 min to 1h slope 111.1(49.8) * 79.3 (42.6)° -3.0(11.2)
Repeated sprints test x 1-2 h slope 88.5(53.8)° 51 .8(43.9) -7.0(12.0)
Repeated sprints test x 2-12h slope 12.5(60.2) .6 (43.9) -6.1(12.6)
Repeated sprints test x 12-24 h slope 123.2(59.2) * 29 1(44.4) 8.6(13.2)
Continuous VO, test x Pre- to post-exercise slope 77.2 (42.1)° 64.8 (39.6) @ 1.4(7.9)
Continuous VO, test x Post-exercise to 30 min slope 30.6 (47.7) 15.0 (41.7) 8.9(9.9)
Continuous VO, test x 30 min to 1h slope 52 4 (47.9) 67.3(41.0)° 4.6 (10.8)
Continuous VO, test x 1-2h slope .8 (48.2) 47.9 (41.0) 8.4(11.4)
Continuous VO, test x 2-12h slope —8 8(51.3) -2.0(41.0) -0.5(11.7)
Continuous VO, test x 12-24 h slope 132.3(48.4)* * 47.7 (40.3) -5.4(12.0)
Intermittent VO, test x Pre- to post-exercise slope 79.5 (42.2)° 59.0 (39.6) 5.0(7.9)
Intermittent VO, test x Post-exercise to 30 min slope 19.3 (46.8) -14.2 (40.8) 2.3(9.9)
Intermittent VO, test x 30 min to 1h slope 76.2 (48.7) 47.1 (41.8) 11.2(10.8)
Intermittent VO, test x 1-2h slope 53.6 (49.0) 51.5(41.8) -1.6(11.3)
Intermittent VO, test x 2-12h slope 98.4(52.5) ® 26.2 (41.8) 5.2(11.6)
Intermittent VO, test x 12-24 h slope 131.3(51.2)* * -25.7 (43.1) -0.5(11.7)

**P<0.01, *P<0.05,2P<0.10
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bility of hematological parameters is crucial to maintain optimal
performance [3]. The consistent stability of packed cell volume
and hemoglobin observed could be meanwhile used as an index
of general health status before and after performances [4].
Because no significant differences between genders were found,
the results are discussed together.

We found significant modifications on leukocyte counts after
the effort in all protocols, but, unexpectedly, the change was the
same for protocols that had 30s of duration (WANT) as for those
with more than 20min of duration, on average (VCONT and
VINT). In this study all test protocols were maximal. It is well
known that maximal effort has substantial effects on total WBC,
probably due to an increase in catecholamines. This is a first
mechanism that induces the recruitment of marginated leuko-
cytes from the pool (© Fig. 1, Panel a). After a stabilization or
slight decrease of WBC (in this study 30 min after exercise) the
second increase in WBC may be triggered by the increase of cor-
tisol [4], which induces the release of leukocytes from the bone
marrow. In the present study, all protocols showed a tendency
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Fig. 3 Changes in IL-10, IL-6 and CK before (PRE) and after (POST,
30min, 1, 2, 12, 24h) all test protocols (n=9).
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for a second increase in leukocytes 1h after exercise (© Fig. 2).
On the other hand, the lymphocytopenia observed post-exercise
could be a result of immune cell migration [42], apoptosis [11] or
both [24]. Considering the effect of 6 series of Wingate anaerobic
cycle tests on lymphocyte apoptosis and migration, it was
reported that post-exercise lymphocytopenia was a result of
immune cell migration, particularly the suppressor T cell subset,
rather than apoptosis [11]. Observations based on intensive
treadmill running protocol at 80% maximal O, uptake, provided
evidence that the mobilized lymphocytes appeared to extrava-
sate the peripheral blood compartment [42]. More recently,
observations considering the effects of 3 consecutive days of
high-intensity interval running on CD4* (helper), CD8* (cyto-
toxic), and CD19* (B-cells) lymphocyte cell markers of apoptosis
and migration in untrained individuals who completed an exer-
tion test and later performed 3 consecutive days of an intermit-
tent run protocol to exhaustion were reported [24]. B-cells
displayed increases in both apoptotic and migratory markers fol-
lowing the first 2 days of intermittent running, and the apoptotic
response persisted following day 3 [24]. It is possible that the
ability of exercise to provide a stimulus capable of inducing
apoptosis is dependent on the duration of exercise. On the other
hand, the cellular migration had the greatest influence on cyto-
toxic T lymphocytes following each day of the interval runs [24].
In peripheral blood, granulocytes are mainly comprised of neu-
trophils. Neutrophils in part regulate tissue repair by phagocyto-
sis of damaged cells, modulate the function of macrophage
infiltrators, and eliminate microbial infection [47]. Acute exer-
cise results in a first, rapid and profound neutrophilia (increase
in blood neutrophil number) followed by a second, delayed
increase in blood neutrophil counts a few hours later [32]. The
initial increase is likely due to demargination caused by shear
stress and catecholamines, whereas the later increase may be
due to cortisol-induced release of neutrophils from the bone
marrow [22,49].

IL-6 and exercise

The first report that acute exercise increased plasma IL-6 con-
centration was published 25 years ago [29]. It was suggested
that IL-6 was produced predominantly by leukocytes as a
response to exercise-induced local damage in working muscles.
However, after the initial findings that circulatory blood cells
were not the main source of IL-6 during exercise, researchers
turned their attention to the muscle [35,38]. In response to
long-duration and high-intensity exercise, circulating levels of
IL-6 increase by up to 100-fold [46]. In the current study, the
levels of IL-6 increased immediately after exercise. These results
suggest that, regardless of exercise mode or intensity, post-exer-
cise increases in IL-6 may be expected. A trend of higher increase
was observed for the VINT. This is probably explained by the rela-
tionship between release of IL-6 and bioavailability of carbohy-
drates (CHOs). Although, no association of energy expenditure
within each exercise protocol with the pattern of IL-6 response to
the exercise protocols was present in our study, the total energy

Aerobic (kcal) Anaerobic Lactic (kcal)  Anaerobic Alactic (kcal) Total (kcal) Table 4  Energy system contribu-
WANT 4.44£0.88 10.78+3.32 3.6741.46 18.89+3.76 tions and total energy expenditure
for all protocols.
RSA 62.68+18.03 8.79+3.27 5.45+3.91 76.92+20.42
Veont 149.56+72.80 8.87+2.30 3.8142.28 162.23+73.88
Vinr 196.00+108.33 10.25£2.22 5.22+3.58 211.47+111.43
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expenditure for this test was the highest of all the protocols stud-
ied, with the predominance of CHO utilization (© Table 4). The
role of glycogen availability in the contracting muscle as a pri-
mary signaling mechanism for IL-6 mRNA expression and
release into the circulation is unclear [28]. However, this cytokine
is a very “fuel sensing molecule” and when the higher exercise
intensity leads to a faster glycogen depletion in the working
muscles, plasma IL-6 concentration is enhanced [31].

Some authors have shown that more than 50% of the variation in
plasma IL-6 following exercise can be explained by exercise
duration alone [36] during shorter exercise bouts [39]. In this
study, the difference of total time between the VCONT and VINT
tests was about 8 min and twenty seconds, on average (included
the intervals time in VINT), and the lactate concentrations
(VCONT=11,2+£3,03mmol/L and VINT=12,18+1,73 mmol/L,
data no showed) were not different between protocols (P>0.05).
Contributions of the lactic anaerobic system and the aerobic sys-
tem were higher in the VINT when compared to the VCONT
(p=0.025 and p=0.017 respectively), indicating a higher energy
expenditure and greater use of carbohydrate stores during the
test. VINT is an intermittent test and the metabolic profiles of
repeated-sprint performances are strongly dependent on the
sprint duration and the capacity of recovery during the duration
of the repeated sprints [2].

The interval workouts in VINT (1-min interval time each 3-min
of test, larger test) may not have been large enough to allow for
replenishing of the muscle energy supply, thus, the IL-6 increase
after exercise was higher than after VCONT. Of note, the anaero-
bic ATP production during a single short-duration sprint (<10s)
is provided by phosphocreatine breakdown degradation and
anaerobic glycolysis [9]; however, the relative contribution of
anaerobic glycolysis to the performance in subsequent sprints
throughout the repeated tasks is reduced, and is partially
replaced by an increase in the aerobic metabolism [45].

IL-10 and exercise

Acute exercise bouts have been shown to promote an acute
phase response, resulting in post-exercise cytokine levels simi-
lar to those observed during sepsis or inflammatory disease
[30]. Nevertheless, the transient increase in IL-6 circulating lev-
els during exercise appears to be responsible for a further
increase in circulating levels of anti-inflammatory cytokines
IL-10 and receptor antagonist 1A (IL-1ra), by stimulating the
release of cortisol and decreasing the levels of TNF-a. IL-10 is
known to be produced mainly by regulatory T cells but also by T
helper 2 (Th2), Th1 and Th17 cells, monocytes, macrophages,
dendritic cells (DCs), B cells and CD8* T cells [14]. Regardless of
the source, the main function of IL-10 seems to be the down
regulation of adaptive immune responses and reduction of
inflammation-induced tissue damage [14]. In fact, IL-10
decreases the expression of MHC molecules, the intercellular
adhesion molecule 1 (ICAM1) and co-stimulatory CD80 and
CD86 molecules in antigen-presenting cells [14]. Furthermore,
IL-10 compromises the ability of effector T cells to sustain
inflammatory responses by interfering or completely inhibiting
the expression of various pro-inflammatory cytokines and other
soluble mediators. Thus, IL-10 is a potent promoter of an anti-
inflammatory state [7,21,44].

In the present study, the time effect for IL-10 concentrations was
more pronounced in VCONT. IL-10 is not expressed in skeletal
muscle after exercise [33]. Constitutive expression of IL-10 in
skeletal muscle cells is low [33], but IL-10 production may have
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increased in response to the early rise in IL-6. Moreover, IL-10
production during exercise may also depend on changes in the
numbers of certain T cell subsets [20]. Observations of the effects
of training status and mode (sprint x endurance) on resting cir-
culating T regulatory (Treg) cell counts and antigen-stimulated
IL-10 production and the effect of an acute bout of exercise on
the Treg response showed an association between high training
loads (endurance) with greater resting IL-10 production and
Treg cell counts than in sedentary, recreationally active and
sprint-trained athletes [16]. Regardless of the exercise duration,
the increase in Treg and antigen-stimulated IL-10 production
reported after continuous protocols corroborate our results.
Several researchers have compared the effects of interval train-
ing vs. continuous training on hematological and inflammatory
markers [19,50,51]. However, it is difficult to compare studies
because of varying sample sizes, different exercise protocols,
recovery times and different biochemical analysis techniques. In
the present study, the acute response of hematological and
inflammatory markers after maximal protocols was obtained
from the same participants, performing all protocol tests under
identical conditions.

In summary, the acute effects of maximal high-intensity exer-
cise triggers hematological and inflammatory response that
changes the normal muscle homeostasis. Particularly, the pre-
sent results showed that hematological and inflammatory mark-
ers have a similar pattern of response after acute strenuous
exercise tests regardless of the duration and mode (intermittent
vs. continuous) of exercise. The present finding support that
similar responses after continuous or intermittent acute proto-
cols are observed when exercises are performed to volitional
failure.
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Abstract

Purpose The purpose of this study was to quantify and
characterize peripheral blood regulatory T cells (Tregs), as
well as the IL-10 plasma concentration, in Masters athletes
at rest and after an acute exhaustive exercise test.

Methods FEighteen Masters athletes  (self-reported
training: 24.6+1.83 years; 10.27+0.24 months and
5.45+0.42 h/week per each month trained) and an age-
matched control group of ten subjects (that never took part
in regular physical training) volunteered for this study. All
subjects performed an incremental test to exhaustion on a
cycle ergometer. Blood samples were obtained before (Pre),
10 min into recovery (Post), and 1 h after the test (1 h).
Results  Absolute numbers of Tregs were similar in both
groups at rest. Acute exercise induced a significant increase
in absolute numbers of Tregs at Post (0.049+0.021 to
0.056+0.024 x 10°/L, P=0.029 for Masters; 0.048 +0.017
to 0.058+0.020x 10°/L, P=0.037 for control) in both
groups. Treg mRNA expression for FoxP3, IL-10, and
TGF-p in sorted Tregs was similar throughout the trials in
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both groups. Masters athletes showed a higher percentage
of subjects expressing the FoxP3 (100% for Masters vs.
78% for Controls, P=0.038) and TGF-p (89% for Masters
vs. 56% for Controls, P=0.002) after exercise and a higher
plasma IL-10 concentration (15.390+7.032 for Masters vs.
2.411+1.117 for control P=0.001, ES=2.57) at all time-
points. KLRG1 expression in Tregs was unchanged.
Conclusion Our findings showed that Masters athletes
have elevated anti-inflammatory markers and maintain the
number of Tregs, and may be an adaptive response to life-
long training.

Keywords Treg cells - Master athletes - Aging - FoxP3 -
TGF-beta - Interleukin-10

Abbreviations

lh 1 h post-exercise

APCs Antigen-presenting cells
KLRG1 Killer cell lectin-like receptor G1
IL Interleukin

Pre Before exercise

Post 10 min into recovery

VO,..x Maximal oxygen consumption
URTI Upper respiratory tract infection
Tregs Regulatory T cells
Introduction

Strenuous exercise is commonly associated with increased
symptoms of upper respiratory tract infection (URTI) in
athletes (Nieman et al. 1989; Gleeson et al. 2012), suggest-
ing that high-volume exercise may have an immunosup-
pressive effect (Gleeson 2007). The immunological mech-
anisms that underlie this apparent increase in infection
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susceptibility in athletes are probably multi-factorial and
include perturbations of the T-cell compartment (Cosgrove
et al. 2012; Tossige-Gomes et al. 2014; Simpson et al.
2015).

Regulatory T cells (Tregs) are crucial in maintaining
immunological tolerance and negative control of pathologi-
cal immune responses (Fehérvari and Sakaguchi 2004; Sak-
aguchi et al. 2010; Schmidt et al. 2012; de Moura Braz et al.
2014; Littwitz-Salomon et al. 2015). Tregs secrete IL-10
and TGF-p as additional mechanisms to supress target cell
activity (Corthay 2009). Besides expressing the IL-2 recep-
tor a-chain (CD25), Tregs also express the FoxP3 (Fork-
head Box P3) transcription factor, a control gene that is key
to their development and function (Campbell and Ziegler
2007). TGF-p triggers FoxP3 expression in precursors
(CD4*CD257) and, together with IL-2, is a key regulator
of signalling pathways that maintain FoxP3 expression and
suppressive function in Tregs (Fu et al. 2004; Perry et al.
2013). Tregs can also express the KLRGI1, a marker of
senescence and differentiation of IL-10 production capac-
ity by Tregs (Tauro et al. 2013). The Killer cell lectin-like
receptor G1 (KLRG1), ITIM-bearing receptor for cadherin-
family proteins, is expressed on NK cells and on a minor-
ity of CD4"and CD8*T cells (Henson and Akbar 2009).
Given the central role of Tregs in immune homeostasis,
any age-related loss of Treg function would be predicted
to contribute to over-active immune function encountered
in elderly humans as a syndrome of chronic inflammation
and the age-related increase in the risk for autoimmune
disorders (Fessler et al. 2013). Conversely, the age-related
increase in Treg numbers could result in compromised
immune responses, increasing the risk of malignancies
and infections amongst the elderly. This expansion of the
Treg population can only be considered physiologically rel-
evant if the suppressive function of the accumulated aged
Tregs remains intact. Indeed, IL-10 production by Tregs
and FoxP3 expression has been shown to be preserved with
aging (Jagger et al. 2014). However, IL-10 expression was
elevated among KLRG1* Treg cells (Tauro et al. 2013).
Though KLRG1 serves as a marker for senescence, signal-
ling through KLRG1 could result in altered T-cell function
(Tauro et al. 2013). Actually, KLRG1" Treg cells are some-
what more potent than KLRG1— cells in suppressing naive
T-cell proliferation in vitro (Beyersdorf et al. 2007).

Aging is a natural process, but with increasing life
expectancy worldwide, activities that can mitigate the
effects of aging on the immune system are gaining atten-
tion. This includes the practice of exercise/physical activity.
The impact of exercise on immune system has been exten-
sively studied. However, most studies have investigated the
acute effects of exercise and there are few research related
to chronic effects or longitudinal baseline studies. Evi-
dence suggests that circulating numbers of Tregs increase
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following an acute bout of strenuous exercise in humans
(Handzlik et al. 2013). Moreover, evidence of an associa-
tion between high training load, increased in vitro antigen-
stimulated IL-10 production and greater numbers of circu-
lating Tregs, supports the hypothesis that Tregs mediate
inhibitory effects through increases IL-10 production in
highly physically active individuals, and this may play
an important role in modifying respiratory infection risk
(Gleeson and Walsh 2012; Handzlik et al. 2013).

The immune response to acute exercise is transitory and
variable, being influenced by a range of factors such as the
intensity, duration, and mode of the exercise. The effects of
exercise training on immunosenescence are inconsistent,
probably due to differences in experimental design among
these studies (Simpson et al. 2012; de Aradjo et al. 2013;
Pollock et al. 2015; Silva et al. 2016).

Masters athletes represent an interesting sub-demo-
graphic group of adults, because many of them express a
highly unique physiological phenotype that could be termed
‘exceptionally successful aging’ (Tanaka and Seals 2008).
Thus, the study of Masters athletes provides an opportunity
to investigate the effects long-term training on the aging
immune system per se and the influence of long-term train-
ing adaptations on acute exercise responses. Therefore, the
purpose of this study was to quantify and functionally char-
acterize peripheral blood Tregs, as well as the expression of
a senescence marker, in Masters athletes after an exercise
incremental test to exhaustion.

Materials and methods
Subjects

Nineteen Masters athletes (3 female, 16 male) over 40
years who had participated in training and competitions for
more than 20 years volunteered for this study. The study
also included a healthy, non-smoking and body weight- and
age-matched control group of ten subjects (four female,
six male) (Table 1). All participants completed a compre-
hensive health-screening questionnaire before testing com-
menced used for inclusion/exclusion criteria. The inclusion
criteria for masters was a minimum of 20 years of regular
training and competition participation. Moreover, the mas-
ter athletes should be currently participating in regular
training and competition (judo, swimmers, and athletics).
The inclusion criteria for the control group were to have
performed no regular physical training in the last 20 years.
Participants were only included if they were non-smok-
ers and had no known cardiovascular, musculoskeletal or
neurological diseases or where taking any medication like
statins.



Eur J Appl Physiol

Table 1 Participant characteristics

Control (N =10) Masters (N =19) P value

Age (years) 54.2+5.94 53.2+9.08 0.759

Height (cm) 168.6+8.53 170.4+5.29 0.480

Body mass (kg) 70.4+12.93 74.9+15.55 0.444

BMI (kg m™2) 24.6+3.18 25.7+4.65 0.526

VO, 29.3+4.14 402+11.45%  0.001
(ml kg min~ )

Values are Mean + Standard Deviation (SD)

N=Masters (19), Control (10), BMIbody mass index, VO,,,, maxi-
mal oxygen consumption

*P <0.001 compared to Control group

On average, master athletes had an experience of train-
ing of 24.6+1.8 years. Each year, the athletes trained
10.3+0.2 months and approximately 5 h per week
(5.5+0.4 h) per month trained. All subjects provided their
written, informed consent to participate in the study, which
was approved by the Ethics and Human Subjects Review
Board at the Faculty of Sports Science and Physical Educa-
tion, University of Coimbra.

Experimental design

Participants arrived at the laboratory at 09:00 having
refrained from caffeine and alcohol in the previous 24 h
and avoided strenuous exercise 72 h prior to the laboratory
procedures. Participants sat quietly for 15 min while they
completed a comprehensive health-screening questionnaire.
Resting venous blood samples (15 mL) were taken from
an antecubital vein by venipuncture in a seated position
into three vacutainer K;EDTA tubes (Becton—Dickinson,
Oxford, UK). A maximal protocol test was performed for
determination of VO,,,.. Ten min and 1 h into completion
of exercise protocol 15-mL blood samples were collected
in the same manner as described before. Haematological
analysis, plasma IL-10 concentration, flow cytometry pro-
cedures, cell purification, and mRINA expression in purified
Treg cells are described in the following.

VO,.« determination

VO,,..« Was determinate using an incremental cycling pro-
tocol performed on an electro-magnetically braked cycle
ergometer (Lode Excalibur Sport V4.67, Groningen, The
Netherlands). After the measurements of body weight, stat-
ure and a pre-test blood sample, participants began cycling
at 75 W; power output was increased in 25 W every 3 min
until volitional fatigue. Expired gas was collected via
breath-by-breath automated gas-analysis system (Quark
CPET COSMED, COSMED, Rome, Italy). Heart-rate,

using short range telemetry (COSMED, Rome, Italy), and
ratings of perceived exertion Borg Cr-10 scale (RPE) were
recorded each 3-min stage and during the final of the test.

Haematological analysis

Immediately after collection, blood cell counts: total leu-
kocytes, lymphocytes, monocytes, and granulocytes were
determined using an automated cell counter (Coulter ACT
Diff, Beckham Coulter, USA).

Cytokines

Plasma was extracted from one of the tubes by centrifuga-
tion at 4°C, at 2500 rpm for 15 min, and stored at —80°C
until further use.

Plasma IL-10 concentration was evaluated using a com-
mercially available ELISA kit, according to the manufac-
turer’s instructions (Invitrogen, CA). The minimum detec-
tion limit for IL-10 was <1 pg/ml. Plasma samples were
assayed in duplicate. The mean coefficient variation for the
duplicate analysis was 3.55%.

Flow cytometry

Immunofluorescent staining of whole blood was per-
formed using an eight-colour immunophenotyping strategy
on a FACSCanto II (BD Bioscience, San Jose, CA, USA)
identified specific lymphocyte populations and Tregs.
The peripheral blood cells were stained with the follow-
ing monoclonal antibodies (mAb): anti-human CD3-PB
(pacific blue, clone UCHT1, Pharmingen, San Diego, CA,
USA), anti-human CD4-APC-H7 (allophycocyanin-hilite
7, Clone 13B8.2, Beckman Coulter, Miami, FL, USA),
anti-human CDS8-KO (Krome Orange, Clone 5MZ.332,
Beckman Coulter, Miami, FL, USA), anti-human CD25-
PE (phycoerythrin, Clone 2A3, BD Bioscience, San Jose,
CA, USA), anti-human CD127-FITC (fluorescein isothio-
cyanate, Clone R.34.34, Beckman Coulter), anti-human
CD27-PECyS5 (phycoerythrin—cyanine 5, clone R.8.01,
Beckman Coulter), anti-human CD45RA-PECy7 (phyco-
erythrin—cyanine 7, Clone L48, BD Bioscience) and anti-
human/mouse KLRG1-APC (allophycocyanin, Clone 2F1/
KLRGI, Biolegend, San Diego, CA). Briefly, peripheral
blood cells were labelled and incubated for 10 min at room
temperature in the dark. After this, 2 ml of FACS lysing
Solution (BD Biosciences) was added; cells were incubated
at room temperature for a further 10 min and then washed
with 2 ml of PBS. The tubes were then centrifuged at 540 g
for 5 min and the supernatant was discarded. The cells were
resuspended in 0.5 ml PBS, and immediately acquired in a
FACSCanto IT (BD) flow cytometer.
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For acquisition initially, 1,000,000 events, correspond-
ing to all nucleated cells present in the sample, were col-
lected and information stored. A lymphocyte population
was first gated from the PB cells according to their low
forward and side scatter. T lymphocytes were identified
according to their positivity for CD3 and typical light scat-
ter. Tregs cells were defined based in the following pheno-
type: CD4TCD25**CD1277°% and subdivided into naive
(CD45RA*") and memory (CD45RA™) cells. An inver-
sion relationship between CD127 and FoxP3 expressed in
CD4TCD25"*cells has been described (Liu et al. 2006),
allowing accurate estimation of this Treg cell popula-
tion via flow cytometry (Handzlik et al. 2013) (Fig. 1).
Senescent T cells were detected based on the expression
of KLRG1". The FACSCanto Il was routinely calibrated
using Calibrite beads (BD Biosciences) and single labelled
antibody tubes were used for further compensation adjust-
ments. Data analysis was performed in the Infinicyt ver-
sion 1.7 software (Cytognos, Salamanca, Spain). Absolute
counts were calculated using a dual platform methodology
(flow cytometry and haematological cell analyser—Beck-
man Coulter LH 750, Miami, USA).

Cell purification by fluorescence-activated cell sorting

CD4*CD25"*CD1277°% Tregs-cell populations were
purified by FACS (using a FACSAria II flow cytometer;
BD) according to their typical phenotype. The purified cell
populations were subsequently used for mRNA expression
studies.

Analysis of mRNA expression in purified Treg cells

The content of purified cell sorted CD4*CD25*+*CD127 1%
Tregs-cell population, were transferred to a 1.5-mL Eppen-
dorf tube and centrifuged for 5 min at 300 g, and the pellet
was ressuspended in 350 pL of RLT Lysis Buffer (Qiagen,
Hilden, Germany). Total RNA was extracted with the RNe-
asy Micro kit (Qiagen) in accordance with the instructions
of the manufacturer. Total RNA was eluted in a 20-pL vol-
ume of RNase-free water and was reverse-transcribed with
Tetra cDNA Synthesis (Bioline, London, UK) in accord-
ance with the instructions of the manufacturer. Relative
quantification of gene expression by real-time polymerase
chain reaction (PCR) was performed in the LightCycler 480
II (Roche Diagnostics, Rotkreuz, Switzerland). Real-time
PCRs were carried out using 1X QuantiTect SYBR Green
PCR Master Mix (Qiagen) and 1X QuantiTect Primer
Assay (TGF-p1: QT00025718; IL-10: QT00041685;
FoxP3: QT00048286) (Qiagen) in a final volume of 10 pL.
The reactions were performed using the following thermal
profile: one cycle of 10 min at 95°C, 50 cycles of 10 s at
95°C, 20 s at 55°C and 30 s at 72°C, one cycle of 5 s at
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Fig. 1 Identification of Treg cells via flow cytometry. a CD127 vs.
CD25 identifying CD3TCD47CD25**CD127"°%~ (Treg) cells. b
FSC-H vs. CD45RA gating naive (CD4* CD45RAY) and memory
(CD4" CD45RA™) Treg cells

95°C, 1 min at 65°C and continuous at 97°C, and one
cycle of 10 s at 21°C. Real-time PCR results were ana-
lysed with the LightCycler software (Roche Diagnostics).
The GeNorm software (Primer Design Ltd., Southampton,
UK) was used to select the reference genes to normalize
data. The reference genes used for gene expression analysis
were cytochrome c1 cytochrome cl (CYC1; QT00209454)
and glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH,;
QT012504271). The normalized expression levels of the
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genes of interest were calculated using the delta Ct (change
in threshold cycle) method.

Statistical analysis

All data were expressed as mean+standard deviation.
Group comparisons were assessed using the Mann—Whit-
ney U test. Sequential changes by acute exercise were
assessed by repeated-measures analysis of variance for
data with normal distribution. When the distributions devi-
ated from normal distribution, a Friedman test with Dunn’s
post hoc test was undertaken to evaluate the statistical dif-
ferences in time. Because no differences between genders
were found when analysing the Treg subpopulations, final
statistical analysis where done without separating the sam-
ples by gender. Significance was accepted at P <0.05. Cor-
relation between subsets populations and age were assessed
according to Spearman’s rank correlation coefficient. Per-
centage of differences was tested using cross-tabulation
and Chi-Square Test. All statistical analyses were per-
formed using SPSS 23.0 (SPSS, Chicago, IL). To report
the strength of the exercise intervention or magnitude of
effect of condition (Masters vs. control) the Cohen’s effect
size (ES) was calculated and was categorized by conven-
tion as (d=0.2 small effect; d=0.5 medium effect; d=0.8
or more, large effect) using G*Power Version 3.1.9.2. The
graphs are building using the GraphPad Prism version 5.0.

Results

There were no significant differences for height, body
weight and BMI between groups (Table 1). VO, was
higher for master athletes when compared to the older
group (P=0.001; Table 1). The exercise induced a sig-
nificant increase of the leukocyte numbers (P=0.003,
ES=1.21). Post hoc analysis revealed that the total leuko-
cyte count returned to pre-exercise values at 1 h (control,
P=0.001, ES=1.57; Masters, P=0.001, ES=0.73). Lym-
phocytes exhibited a significant biphasic response to exer-
cise, whereby exercise induced an increase in lymphocyte
count in both groups at Post (control, P=0.001, ES=1.32;
Masters P=0.005, ES=0.82) compared to baseline values;
however, 1 h post-exercise values were significantly lower
than Pre for Masters athletes only (P=0.002, ES=0.53),
but returned to baseline for control subjects (P=0.426).
Monocytes and granulocytes showed an increase at
Post (control, P=0.045, ES=1.11, Masters, P=0.054,
ES=0.70 for monocytes; control, P=0.045, ES=0.50,
Masters, P=0.024, ES =0.40 for granulocytes; Table 2).
To assess any effects of long-term exercise on Tregs,
we first looked at differences at baseline. There were
no significant differences in the proportion (%) of

Table 2 Haematological variables and leukocyte counts

Pre Post lh

WBC (x10%L)

Control 6.70+1.41 8.80+1.93* 5.88+1.76

Masters 6.94+1.89 8.94+3.13* 6.88+2.19
Lymphocytes (x10%/L)

Control 2.00+0.66 3.20+1.03* 1.77+0.66

Masters 2.00+0.74 3.26+1.75% 1.55+0.92%
Monocytes (xX10°/L)

Control 0.41+0.17 0.60+0.17* 0.35+0.10

Masters 0.45+0.19 0.58 +0.18%* 0.38+0.18
Granulocytes (x10°/L)

Control 3.80+1.22 440+ 1.17* 3.77+1.64

Masters 4.05+1.17 4.73+191%* 4.38+1.68

Values are Mean +SD

nMasters (19), control (10). Pre (before), Post (10 min into recovery),
1 h (1 h after the test), WBC white blood cells

*P < (.05 from Pre to Post, P <0.05 from Pre

CD47CD25**CD1277°% Tregs either within the total
lymphocytes population or within the CD4" T-cell
population, between the two studied groups at baseline
(Table 3, P=0.890). The frequency of naive (CD45RA™)
and memory (CD45RA™) Tregs subpopulations was also
similar for both groups (Table 3).

There was no significant effect of acute exercise on
the proportion of CD4*CD25t*CD12771°% Tregs within
total lymphocytes and CD4* T cells (Table 3). However,
acute exercise induced a significant increase in the num-
bers of Tregs at Post (Table 3, P=0.034, ES=0.31 for
Masters; P=0.033, ES=0.53 for control) and returned to
pre-exercise values at 1 h post (Table 3).

The ability of exercise to induce FoxP3, TGF-p and
IL-10 mRNA expression was evaluated in purified
CD47CD25"CD127°% Treg cells. FoxP3 and TGF-p
mRNA expression was similar in all measurements from
both groups. Similarly, IL-10 mRNA expression was not
altered in response to exercise (Fig. 2; Table 4). Inter-
estingly, in the Masters group the percentage of cases
where IL-10 mRNA expression was detected remained
unchanged (Pre=61.1%; Post=66.7% and 1 h Post=50%
of all subjects), while in the control group there was a
tendency for a fewer cases expressing mRNA for IL-10
(Pre=22.2%; Post=55.6% and 1 h=22.2%) (Table 4).
For FoxP3 and TGF-f after exercise the number of
detected cases was also different between groups, with
higher results for Masters athletes (Table 4). Since the
expression of reference genes CYC1 and GAPDH was
achieved in all the samples, the negative cases for FoxP3,
TGF-f and IL-10 mRNA are truly undetectable.
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Table 3 Frequency (among total lymphocytes or CD4*T cells)
and absolute counts (x10%/ul) of CD25"*CD127°% Treg cells, in
response to acute exercise

Regulatory T cells  Pre Post 1h
%Total
Control 0.69+0.25 0.63+0.20 0.65+0.27
Masters 0.68+0.23 0.61+0.23 0.58+0.25
%CD4
Control 6.13+1.36 572+1.22 6.40+1.80
Masters 6.80+1.43 6.44+1.42 7.43+0.91

Absolute counts

Control 0.048+0.017 0.058+0.020* 0.042+0.025

Masters 0.049+0.021 0.056+0.024*  0.044+0.023
Naive (% of Tregs)

Control 11.50+4.91 15.20+8.72 10.17+4.55

Masters 14.37+7.05 14.15+6.74 11.96+6.11
Memory (% of Tregs)

Control 88.49+4.91 84.79+8.72 89.82+4.55

Masters 85.62+7.05  85.84+6.74 87.83+6.02

Values are mean +SD

nMasters (19), control (10). Pre (before), Post (10 min into recovery),
1 h (1 h after the test)

*P <0.05 from Pre to Post

Plasma IL-10 concentration was significantly higher
in Masters athletes compared with the control group
before and after the exercise test (P=0.001, ES=2.57).
Acute exercise had no influence on IL-10 concentrations
(Fig. 3).

KLRG1 was not highly expressed on Tregs with
expression around 2% of Tregs in Masters athletes at
baseline and 3.1% of Tregs in the control group. This
remained unchanged Post and 1 h post (Fig. 4). Of
interest, however, was the number of subjects express-
ing this marker of senescence: 6 out of 18 (33%) in the
Masters group vs. 5 out of 10 (50%) in the control group
(Table 4).

Discussion

The purpose of this study was to quantify and character-
ize peripheral blood Tregs after acute, maximal exercise
in two groups with distinct differences in lifelong exercise
habits; Masters athletes and an age-matched healthy con-
trol group. The main findings of this study demonstrate that
both groups have similar levels of resting circulating Tregs
as well as similar levels of lymphocytes and CD4" T cells.
The Masters athlete group have increased activation levels
of Tregs at baseline when compared to the control group
(increased percentage of subjects expressing the FoxP3,
TGF-p and a higher plasma IL-10 concentration).

Masters and Controls had similar numbers of circulat-
ing CD4*CD25%*CD1277"°% Tregs at baseline, suggest-
ing that lifelong training does not affect these cells num-
bers. Tregs maintain self-tolerance and control excessive
immune responses to foreign antigens. Age-dependent gain
of Treg activity may result in weakened immunity, such
as increased risk of developing malignancies and infec-
tions amongst the elderly. Conversely, age-related loss of
Treg function would be predicted to cause an over-active
immune state, which has been reported in elderly as higher
inflammation status and increased risk for autoimmunity
(Jagger et al. 2014).

The number of studies examining the effect of exercise
on Treg function, phenotype, and suppressive effects is
scarce. Some researchers showed that exercise increases the
number and function of Treg cells in murine models (Wang
et al. 2012; Uchiyama et al. 2015), murine asthma models
(Lowder et al. 2010) and humans (Lages et al. 2008; Hand-
zlik et al. 2013; Teixeira et al. 2014).

We found that absolute counts of
CD4tCD25CD1277°% cells increased immediately
post-exercise in both groups. It is well known that maximal
efforts have profound effects on total leukocytes, marked
by an acute inflammatory response that is characterized by
leukocytosis and leukocyte activation, release of inflamma-
tory mediators and tissue damage (Tossige-Gomes et al.
2014). In our study an increase in the absolute number

Fig. 2 Effect of acute exercise on FoxP3, TGF-B and IL-10 gene expression in purified CD4*CD25"+*CD127"°%~ Treg cells. Data are shown as
Mean + SD (Grey box control group; Black box Masters group). Pre (before), Post (10 min into recovery), 1 h (1 h after the test)
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Table 4 Number of detected

cases for FoxP3, TGF-f}, and Genes  Pre Post 'h
IL-10 mRNA expression Control Master Control Masters P Control ~ Masters P
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
FoxP3
Yes 9 (100) 17 (94) 0471  7(78) 18 (100) 0.038  5(56) 16 (89) 0.050
No 0 (00) 1 (06) 2(22) 0 (00) 4 (44) 2(11)
TGFp
Yes 6 (67) 18 (100) 0.009 5 (56) 18 (100) 0.002 3 (33) 18 (100)  0.003
No 3(33) 0 (00) 4 (44) 0 (00) 6 (67) 0 (00)
IL-10
Yes 2(22) 11 (61) 0.057  5(56) 12 (67) 0.573  2(22) 9 (50) 0.166
No 7 (78) 7(39) 4 (44) 6 (33) 7 (78) 9 (50)
KLRG1
Yes 5 (50) 6 (33) 0.387  5(50) 6 (33) 0.387  5(50) 6 (33) 0.387
No 5 (50) 12 (67) 5(50) 12 (67) 5 (50) 12 (67)

Pre (before exercise), Post (post-exercise); 1 h (1 h post-exercise)

PPearson Chi-Square

Fig. 3 Acute exercise effects on IL-10 plasma levels. Data are shown
as mean + SD (Grey box control group; Black box Masters group). Pre
(before, Masters n=16; control n=38), Post (10 min into recovery,
Masters n=16; control n=10); 1 h (1 h after the test, Masters n=16;
control n=4). *Different from Control, P <0.001

of granulocytes and monocytes, and lymphocytes was
observed, arguing that some of the leukocytosis observed
in the Masters and Control groups may be due to a local
inflammatory response caused by tissue injury. However,
this is a temporary response and 1 h after exercise the val-
ues returned to pre-exercise values. Because of this, the
increase in Tregs observed at Post might simply reflect the
increase in total numbers of lymphocytes (Handzlik et al.
2013).

In addition, the phenotype of circulating Tregs remained
unchanged, as assessed by the functional markers FoxP3
and TGF-f. In fact, we did not find any differences in Treg
FoxP3, TGF-P and IL-10 mRNA expression in both studied
groups following exercise, but the number of detected cases
(number of subjects where the expression of these markers

Fig. 4 Percentage of KLRG1* Treg cells among CD4" T cells. Data
are shown as mean+SD. Pre (before); Post (10 min into recovery);
1 h (1 h after the test). Black squares represent group control (n=6
from 18 of total; 01 outlier); black circles represent Masters group
(n=5 positive cases from a total of 10)

was detected) was different between groups (Table 4). The
higher number of detected cases in Masters athletes for
FoxP3 after exercise implies that lifelong exercise influ-
ences acute exercise responses for transcription factor
FoxP3 in Masters athletes. Yeh et al. (2009) demonstrated
that exercise training increased the T-cell expression of
FoxP3, in the periphery, of type-2 diabetic patients. Yeh
et al. (2006) also showed that the production of regulatory
T-cell mediators TGF-f and IL-10 under varicella zoster
virus stimulation was increased after a 12 week-programme
of tai chi chuan exercise in middle-aged volunteers. Our
results showed that acute exercise maintained TGF-f
detection rates in Masters athletes, but not in the control
group, where TGF- detection rates decreased 11% in Post
and 34% 1 h post-exercise (Table 4). TGF-p has potent
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immunoregulatory properties and has been show to induce
IgA secretion. This suggests improved mucosal immunity
defences leading to a lower risk of autoimmune and inflam-
matory disorders (Yeh et al. 2006). Also, TGF-p can play
an essential role in the suppression of inflammation. TGF-f8
inhibits activity of T and B-lymphocytes and natural killer
cells. In addition, TGF-f also influences the production of
other cytokines via FoxP3-dependent and—independent
mechanisms (Yoshimura et al. 2010).

One of main molecules identified as responsible for
immunomodulation by Tregs is IL-10. It is, therefore,
possible that elevation in IL-10 secretion may be associ-
ated with increased numbers of circulating Treg cells, the
primary source of IL-10 within the body (Gleeson et al.
2011). IL-10 appears to be as an immunosuppressive
cytokine with broad anti-inflammatory properties, in par-
ticular by the inhibition of macrophage and DCs functions.
IL-10 down regulates the expression of MHC class II and
costimulatory molecules such as CD80 and CD86, affect-
ing the T-cell-stimulating capacity of APCs (Fujio et al.
2010).

In our study, IL-10 gene expression was similar between
both groups at baseline (Pre), but IL-10 plasma concentra-
tions were higher in the Masters athletes group. Handzlik
et al. (2013) showed that high training loads are associ-
ated with higher resting Treg cell counts and greater IL-10
production following antigen stimulation. By showing a
strong relationship between the increase in the number of
Treg and high production of IL-10 in vitro, the authors
suggested that athletes engaged in high training loads had
a greater ability to secrete IL-10 because of the increase
in Treg numbers. On the other hand, Hwang et al. showed
that Tregs from elderly individuals (age >65) inhibited the
proliferation of responder cells and that the production of
IL-10 was reduced. This agrees with our results were the
lower concentrations of IL-10 were found in the control
group (Fig. 3). Together, these results support the anti-
inflammatory effects of exercise theory proposed by Glee-
son et al. (2011).

Recently, the expression of KLRGI in Tregs has been
linked with altered function and senescence (Tauro et al.
2013). In a model of autoimmune disease, KLRG1*Tregs
expressed higher levels of activation markers (FoxP3 and
CD25) and were at a terminal differentiation stage. Further-
more, KLRG1" Tregs produced more IL-10. Our results
showed that a very small percentage of regulatory T cells
were KLRGI1' and differences (albeit non-significant)
were observed in the number of cases expressing KLRG1
between the groups, the Masters group having approxi-
mately 50% less Tregs KLRG1" when compared with the
control group.

The discrimination between naive and memory Tregs
is biologically relevant. Although both naive and memory

@ Springer

Tregs are suppressive, they possess distinct homing recep-
tors that allow migration into either lymphoid organs or
inflamed tissues, respectively (Miyara et al. 2009; van der
Geest et al. 2014). Naive Tregs might play an important
role in the maintenance of the Treg pool in adults, whereas
the increase of memory Treg cells was associated with a
decreased humoral response to vaccine (van der Geest
et al. 2014). Based on the expression of CD45RA, we
divided CD4* T cells into naive (CD45RA") and memory
(CD45RA"™) cells, but no differences in naive and memory
populations were found between controls and Masters.
Consistent with previous studies (Hwang et al. 2009); in
the present study, most of the CD4*CD25**CD127~1o%
cells had the memory phenotype (CD45RA™). Unlike other
studies (Miyara et al. 2009; Booth et al. 2010; van der
Geest et al. 2014) that showed that the proportions of cir-
culating naive Tregs decreased with age, whereas memory
Treg cells were increased (a tendency observed for our con-
trol group), we observed a tendency to maintain/increase
the proportions of the naive cells in the Masters athlete
group, while a maintenance/reduction was observed in the
control group (Fig. 4). This, however, was not statistically
significant and a higher number of subjects will need to be
analysed to substantiate, or not, these findings.

The primary limitation of this study was the small sam-
ple size due to the difficulty in finding masters athletes with
the training characteristics required for this study. The same
occurred for the control group, since these individuals had
to have the social, healthy and physical characteristics
matched with the athletes. Furthermore, the questionnaire
to determine the characteristics of training is based on par-
ticipant recall. It is difficult to establish the training his-
tory after a mean training period of 24.6 +1.83 years. Our
intention was to analyse an overview of lifelong training
providing data of the past and current physical activities of
participants. Because the training-specific adaptations are
related to the nature (aerobic-based, resistance-based, bal-
ance-based training), intensity, and duration of the exercise
training (Chodzko-Zajko et al. 2009), cautious interpreta-
tion of the results obtained is warranted.

Conclusions

Overall, despite the limitations described above, the results
of this study have important implications. We show that
lifelong training appears to be an important non- pharma-
cological intervention that clearly induces a health profile.
Masters athletes showed high levels of the immunoregula-
tory cytokine IL-10 at rest and in response to a maximal
exercise test when compared to the age-matched control
group. The numbers of Tregs were the same in Masters
and control group suggesting that lifelong training does not
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interfere in age-related loss or increase in Tregs numbers.
Moreover, Masters athletes had increased percentage of
subjects expressing FoxP3 and TGF-f mRNA. This is the
first study to show that Masters athletes have elevated anti-
inflammatory markers and maintain the number and mark-
ers of activation of regulatory T cells as adaptive responses
to lifelong training. Future research should include larger
samples and functional testing.
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