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RESUMO

Introducdo: Embora se suponha que a infec¢do crénica pelo citomegalovirus
(CMV) possa ser um fator de destaque para o0 desenvolvimento da
imunosenescéncia e, consequentemente, impactar negativamente na resposta
imune contra a vacinacao para o virus Influenza em idosos, o papel da préatica
regular de exercicios fisicos combinados (EFC) neste contexto € desconhecido.
Objetivo : Investigar como a pratica regular de EFC esta envolvida nas respostas
de anticorpos especificos, ndo apenas para a vacina contra o virus Influenza,
mas também para a infeccdo pelo CMV em idosos. Métodos : Oitenta idosos
(n=80), de ambos os sexos, foram recrutados e separados em dois grupos: ndo
praticantes (NP, n=31, idade 74.1+6.4) e praticantes de um programa de EFC
(n=49, idade 71,7+5,8) por, no minimo, 12 meses. Ambos 0s grupos de
voluntarios foram submetidos a vacinacdo contra o virus Influenza e amostras
de sangue foram coletadas antes (pré) e 30 dias apd6s a vacinacao (pos).
Resultados : Em relacdo as respostas de anticorpos especificos para a
vacinacao contra o virus Influenza, niveis séricos mais elevados de IgA foram
encontrados no grupo EFC pds-vacinacdo do que pré-vacinacdo (p<0,01),
enguanto niveis mais elevados de IgM foram observados tanto nos grupos NP
(p<0,05) e EFC (p<0,001) pos-vacinacdo em comparacdo com os valores pré-
vacinacdo. Além disso, 0s niveis séricos tanto de IgG para vacinacao contra o
virus Influenza quanto de IgG especifica para CMV, assim como de interleucina
6 (IL-6) e IL-10, permaneceram inalterados entre os tempos avaliados. No
entanto, a razdo entre os niveis de IL-10 e IL-6 (IL-10/IL-6) poOs-vacinacgao foi
maior (p<0,05) no grupo EFC do que os valores observados anteriormente a
vacinacdo. Foram observadas correlacdes negativas entre os niveis de IgG
especifico para vacinacao contra o virus Influenza e CMV apenas no grupo EFC,
tanto pré quanto poés-vacinagdo. Além desta, também foram encontradas
correlagBes negativas entre IL-10 e IgG (IL-10/1gG) especificas para CMV em
todos os grupos de voluntarios pré e pds-vacinacao, enquanto no grupo EFC foi
observada uma correlagéo positiva entre IL-10 e 1gG especifico para vacinacéo
contra o virus Influenza pré e pos-vacinagao. Além disso, pelo ensaio de inibicdo
da hemaglutinacdo verificou-se que 32,6% do grupo CET responderam a
vacinacao contra o virus Influenza e apresetaram reducdes no seroestado de
CMV (p<0,05 e p <0,001, respectivamente) além de aumento nas células TCD8+
“naive” e efetoras pos-vacinacdo (p <0,01). No entanto, apenas o0s
respondedores do grupo EFC mostraram reducdes significativas na proporcao
de células TCD8+ efetoras para “naive” (p <0,05), com niveis aumentados de IL-
10 pos-vacinacao (p<0,001). Em suma, este estudo demonstrou que a melhora
na resposta a vacinacao contra o virus Influenza em idosos soropositivos para
CMV estava relacionada a um estado antiinflamatorio e aumento de céculas
TCD8+ virgens, particularmente associado a pratica regular de EFC.

Palavras-chave: vacina, citocinas, imunoglobulina, treinamento fisico,
envelhecimento.



ABSTRACT

Introduction : Although it is supposed that chronic cytomegalovirus (CMV)
infection may be a prominent factor in the development of immunosenescence
and, consequently, negatively impact the immune response against vaccination
for the Influenza virus in the elderly, the role of regular practice of Combined
physical exercise (OBE) in this context is unknown. Objective : To investigate
how regular OBE practice is involved in specific antibody responses, not only for
the Influenza virus vaccine, but also for CMV infection in the elderly. Methods :
Eighty elderly people (n=80), of both sexes, were recruited and separated into
two groups: non-practitioners (NP, n=31, age 74.1+6.4) and practitioners of an
OBE program (n =49, age 71.745.8) for at least 12 months. Both groups of
volunteers underwent vaccination against the Influenza virus and blood samples
were collected before (pre) and 30 days after vaccination (post). Results:
Regarding specific antibody responses to vaccination against the Influenza virus,
higher serum levels of IgA were found in the post-vaccination OBE group than
pre-vaccination (p<0.01), while higher levels of IgM were observed both in the
NP (p<0.05) and OBE (p<0.001) groups post-vaccination compared to pre-
vaccination values. Furthermore, the serum levels of both IgG for vaccination
against Influenza virus and IgG specific for CMV, as well as interleukin 6 (IL-6)
and IL-10, remained unchanged between the times evaluated. However, the ratio
between the levels of IL-10 and IL-6 (IL-10/IL-6) post-vaccination was higher
(p<0.05) in the OBE group than the values observed before vaccination. Negative
correlations were observed between specific IgG levels for vaccination against
Influenza and CMV viruses only in the OBE group, both pre- and post-
vaccination. In addition to this, negative correlations were also found between IL-
10 and IgG (IL-10/IgG) specific for CMV in all groups of volunteers before and
after vaccination, while in the OBE group a positive correlation was observed
between IL-10 and Specific IgG for pre- and post-vaccination influenza virus
vaccination. In addition, the hemagglutination inhibition assay showed that 32.6%
of the CET group responded to vaccination against the Influenza virus and
presented reductions in CMV serostatus (p<0.05 and p<0.001, respectively) in
addition to an increase in “naive” TCD8+ cells and post-vaccination effector cells
(p < 0.01). However, only responders in the OBE group showed significant
reductions in the proportion of effector CD8+ cells to “naive” (p<0.05), with
increased levels of IL-10 post-vaccination (p<0.001). In summary, this study
demonstrated that the improvement in the response to vaccination against the
Influenza virus in elderly seropositive for CMV was related to an anti-inflammatory
state and an increase in virgin CD8+ T cells, particularly associated with the
regular practice of OBE.

Keywords : vaccine, cytokines, immunoglobulin, physical training, aging.
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1. INTRODUCAO

O termo envelhecimento ou senescéncia refere-se a um processo
dindmico e progressivo no qual ocorrem modificagbes morfolégicas, funcionais,
bioguimicas e psicoldgicas, decorrentes da interacdo de uma série de variaveis
como fatores genéticos, estilo de vida e doencas (1). Por isso, é muito importante
estar preparado para vivé-la da melhor maneira possivel (2).

Segundo definicdo da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), individuos
acima de sessenta e cinco anos sao considerados idosos (3). Todavia, o
Ministério da Saude de nosso pais considera idoso o individuo com sessenta
anos de idade ou mais (4, 5). A literatura que aborda temas relacionados a
terceira idade € unanime ao apontar um fendmeno que vem alterando de modo
significativo o perfil da sociedade no que diz respeito ao envelhecimento
progressivo da populagdo mundial (6).

Neste sentido, dados apresentados pelas Na¢cfes Unidas mostram que,
globalmente, em 2019, havia 703 milhdes de individuos com idades acima de 65
anos, e isto representava que 1 em cada 11 individuos tinham mais de 65 anos.
Com base nas estimativas, até 2050 havera dois bilhdes de idosos no mundo, o
que proporcionara que 1 em cada 6 pessoas no mundo alcancem idades acima
de 65 anos (7).

E amplamente aceito que o envelhecimento da populacdo é um dos
maiores triunfos da humanidade (6). Neste sentido, todas as sociedades do
mundo estdo no meio desta revolucdo da longevidade, mesmo que algumas
ainda estejam em estagios iniciais e outras mais avancadas. Assim, todos
passardo por essa transicdo extraordinaria, na qual a chance de atingir idades
acima de 65 anos gira entorno de mais de 90% atualmente, especialmente em
paises com maior expectativa de vida.

De maneira semelhante a outros paises, o Brasil tem apresentado
evidente crescimento da populacéo idosa e entre 2012 e 2017 o numero de
idosos cresceu 18%, ultrapassando 30 milhdes de pessoas, segundo o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica. Em 2020, nosso pais ocupava o 122° lugar
no ranking dos paises com o maior niumero de idosos entre seus habitantes (8).

Além disso, a expectativa média de vida do brasileiro deve aumentar dos

atuais 75 anos para 81 anos, sendo que as mulheres continuardo vivendo mais
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do que os homens com expectativa de vida de 84,4 anos para as mulheres,
contra 78,03 para os homens. Em média, as mulheres vivem até os 78,5 anos,
enguanto os homens até os 71,5 anos (5). Esses dados mostram que o ritmo de
crescimento da populacdo idosa no Brasil tem sido sistematico e consistente.

Dentre algumas questdes relacionadas ao processo de envelhecimento,
a reducdo das atividades imunolégicas, fenbmeno denominado
imunosenescéncia, € considerada um fator corolario que leva a populacéo idosa
a apresentar diminuicdo das respostas imunes, inclusive as vacinais. Embora a
vacinacdo seja uma intervencdo segura e que, de forma geral, pode
desencadear uma resposta imunoldgica protetora desde bebés até pessoas
mais velhas, a literatura destaca que a imunogenicidade para a vacinacao,
principalmente para a vacina contra o virus Influenza (VVI), é influenciada
negativamente pela idade, uma vez que em individuos de 50 a 54 anos, a
eficacia da vacinagéo gira em torno de 52% versus 40% em individuos idosos
com idade acima de 65 anos (9, 10).

Segundo a literatura, os virus respiratdrios estdo intimamente associados
a doencas graves na populacdo idosa e, em particular, o virus da gripe é a
principal causa do aumento da hospitalizacdo e morte devido a idade. Nesse
sentido, é amplamente aceito que a campanha anual de vacinacao para o virus
Influenza, principalmente para a populacéo idosa, pode evitar, ou pelo menos
minimizar, a gravidade dessa infeccao (9).

Neste contexto, vale destacar que a imunossenescéncia compromete a
resposta vacinal ndo apenas devido a reducdo de células T “naive” em
associacdo ao acumulo de células T efetoras e de memadria, mas também em
consequéncia do desenvolvimento de um outro fendbmeno associado ao
envelhecimento chamado de “inflammaging” (11, 12). De acordo com a literatura,
o termo “inflammaging” relaciona-se a manifestacdo de uma inflamagé&o crénica,
sistémica, estéril, de baixo grau, associada ao envelhecimento, na qual os niveis
de citocinas pro-inflamatdrias, como a interleucina 6 (IL-6), estdo aumentados,
em contraste com a reducao das citocinas anti-inflamatorias, como a IL-10 (13).
E de extrema importancia ressaltar que a reativacdo da infeccdo pelo
citomegalovirus (CMV), um herpes-virus, pode estar envolvida e, assim, ser um
essencial gatilho para o desencadeamento de processos inflamatérios, como o

“inflammaging”.
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A infecgéo por CMV geralmente ocorre durante a infancia e, nesta fase,
pode desencadear uma forte resposta imunolégica. Infelizmente, essa resposta
imune ndo é capaz de eliminar completamente o virus, o que leva essa infecgédo
a uma forma latente que persiste durante a vida (14, 15). Nesse caso, 0 CMV
utiliza as ceélulas mieldides como seu principal reservatério e a resposta
inflamatdria do hospedeiro para perpetuar seu ciclo de vida, favorecendo assim
sua manutencao no individuo durante a vida toda. Vale destacar que citocinas
pro-inflamatorias podem desencadear a reativacdo do virus de seu estado de
laténcia para uma situacao de replicacdo viral ativa. Assim, os ciclos repetidos
de reativacéo e replicagdo podem amplificar o estado pro-inflamatério sistémico,
principalmente em idosos (16, 17).

Além dessa associacao proeminente entre infeccdo por CMV e resposta
humoral e estado inflamatorio, alteragdes na imunidade celular, particularmente
uma reducdo na frequéncia de células TCD8+, sdo uma das principais marcas
nao s6 do envelhecimento, mas também da infeccdo por CMV. De acordo com
a literatura, individuos com infeccdo latente por CMV frequentemente
apresentam notavel reducao na frequéncia de células T “naive”, principalmente
em células TCD8+ em comparagdo com células TCD4+, quando comparados a
individuos sem infec¢do por CMV, independentemente da idade. Em contraste
com essas reducdes em ceélulas TCD8+ “naive”, individuos soropositivos para
CMV apresentam elevacdes na frequéncia de células TCD8+ efetoras. Portanto,
por esta caracteristica estar intimamente associada a imunossenescéncia e
laténcia do CMV, pode ter impacto na reducédo da resposta relacionada a idade
na infeccdo pelo virus influenza e sua vacinagéo (18, 19).

Corroborando estas informacdes, foi demonstrado que os titulos de
anticorpos para CMV estdo positivamente correlacionados com citocinas pro-
inflamatdrias sistémicas. Interessantemente, também foi demonstrado que os
titulos de anticorpos para CMV apresentam evidente correlacdo negativa com a
resposta de anticorpos a vacina contra o virus Influenza, preferencialmente em
individuos idosos (20, 21).

Apesar da imunossenescéncia e da infeccdo pelo CMV serem dois fatores
que podem comprometer profundamente a resposta vacinal, de certa forma, é
consenso na literatura que certas intervencdes, como a pratica regular de

exercicios fisicos, mostram-se capazes de potencializar a resposta imunoldgica
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e também regular o estado inflamatério sistémico, o que leva a um aumento na
imunogenicidade para vacinacao, incluindo em pessoas idosas (22).

Neste sentido, cada dia mais tem sido pontuado que a pratica regular de
exercicios fisicos pode beneficiar de maneira significativa os praticantes e, desta
forma, minimizar os efeitos negativos do envelhecimento, levando ao
envelhecimento bem-sucedido ou saudavel (23). Segundo as determinacoes
apresentadas pelo Colégio Americano de Medicina Esportiva (24), a combinagéo
de exercicios fisicos aerobios e resistidos parece ser mais eficaz, do que
qualquer forma de exercicio fisico sozinho, na redugéo dos efeitos prejudiciais
de um estilo de vida sedentario sobre a saude e o funcionamento do sistema
imunolégico em individuos idosos. Além disso, os exercicios combinados sdo
capazes de otimizar a aquisicdo, manutencédo e recuperacdo das qualidades
fisicas que foram perdidas no decorrer dos anos do envelhecimento (25).

Corroborando estas informagfes, nosso grupo tem demonstrado que
idosos que praticam exercicios fisicos regulares apresentam melhor resposta,
tanto celular quanto humoral, a VVI quando comparados nédo apenas a idosos
ndo praticantes de exercicios fisicos, mas também aqueles com estilo de vida
sedentéario (12, 26, 27). Contudo, o impacto da soropositividade para o CMV

neste contexto € pouco compreendido.
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2. OBJETIVO
2.1. Objetivo Geral

Investigar como a pratica regular de exercicios fisicos combinados
influéncia na modulagdo do perfil inflamatério sistémico, bem como nas
respostas de linfocitos TCD8+ e de anticorpos especificos para a vacina contra

o virus Influenza em idosos soropositivos para CMV em idosos.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar antes e apos 30 dias da vacinacao para o virus Influenza:

- a resposta de anticorpos especificos (IgA, IgM e 1gG) para VVI,

- a resposta de anticorpos especificos (IgG) para a infec¢éo pelo CMV;,
- 0 nivel sistémico das citocinas IL-6 e IL-10;

- a capacidade neutralizante dos anticorpos IgG para VVI;

- 0 numero de linfécitos TCD8+ “naive” e efetores.
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3. METODOLOGIA
3.1. Populacéo e desenho do estudo

O presente estudo configura-se do tipo prospectivo, intervencional, auto-
controlado, aberto, com analise cega de desfechos, no qual foram utilizadas
amostras células e de soro coletadas e armazenadas a -80°C nas dependéncias
do Laboratério de Pesquisa da UNISA e ou da Universidade Federal de Séo
Paulo (UNIFESP). Além disso, os dados antropométricos, de composicao
corporal, capacidade funcional, nivel de atividade fisica e fungdo muscular dos
voluntarios do presente estudo, ja coletados, foram utilizados para
caracterizacdo dos grupos do estudo. Vale destacar que o numero de voluntarios
foi estabelecido a partir do calculo amostral realizado utilizando-se o programa
G*Power.

Conforme demonstrado no fluxograma (Figura 1), participaram deste
estudo 80 idosos (com idades entre 60 e 85 anos), tanto mulheres (n=62) quanto
homens (n=18). A selecao e o recrutamento foram realizados pelo coordenador
do Programa de Atencdo Basica a Saude da Pessoa ldosa que pertence a
Disciplina de Geriatria e Gerontologia da Universidade Federal de Sao Paulo
(UNIFESP). Os voluntarios participantes foram alocados em dois grupos: nédo
praticantes (NP, N=31) e praticantes regulares de um programa de exercicios
fisicos combinados (EFC, n=49). A esse respeito, vale ressaltar que, durante o
periodo do estudo, todos os voluntarios mantiveram sua rotina habitual. Além
disso, as amostras de sangue foram coletadas em dois momentos diferentes:
antes (pré) e 30 dias ap6s (p6s) a vacinacdo contra o virus Influenza (VVI)
(Figura 1).
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Homens (n =18)
Mulheres {n=62)

Yoluntarios participantes do estudo (n =80}

]
I }

Grupo praticantes de Exercicios Fisicos

Combinadas - EFC l{n :45} Grupo Mao Exercitados (NE) (n=31)

Coleta de amostras de sangue de base (pré) + vacinacdo do virus da influenza

Periode de 30 dias

Coleta final de amostras de sangue (pds)

Figura 1 . Fluxograma e design experimental do estudo.

Vale ressaltar que antes de qualquer procedimento, todos 0s riscos e
beneficios do estudo foram fornecidos e discutidos com os voluntérios e aqueles
que concordaram em patrticipar assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE), previamente aprovado pelos: Comité de Etica da
Universidade Federal de Sdo Paulo (CEP-UNIFESP, numero 3.623.247) e
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Santo Amaro (CEP-UNISA,
namero 4.782.172), além de Certificado de Apresentacédo de Apreciacdo Etica
(CAEE numero: 47125421.1.1001.0081). Vale destacar que todos o0s

experimentos foram realizados de acordo com a Declaracdo de Helsinque (28).

3.2. Avaliagdes Antropométricas, nutricionais, clinicas e de atividade
fisica

O exame clinico ficou sob responsabilidade do médico geriatra Carlos
André Freitas dos Santos, coordenador do Ambulatério de Promocéao da Saude
da Disciplina de Geriatria e Gerontologia da UNIFESP, colaborador do projeto.
Foram obtidos dados antropométricos [peso, altura, indice de massa corporal
(IMC)] e de composicao corporal por bioimpedéancia (descrito a seguir).

Questionarios para avaliar o habito alimentar e estado nutricional
(Recordatorio de 24 horas e Frequéncia Alimentar) foram aplicados. Por meio

deste encontramos que todos os voluntéarios apresentavam: dieta com no
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maximo 4.000 cal/dia ou ingestdo de proteinas valores acima de 1,75g/kg de
massa corporal (critério de exclusdo 1); ndo faziam uso de suplementos
antioxidantes/ multivitaminicos (critério de exclusdo 2) ou de anti-inflamatorios,
estatinas ou outros medicamentos hipolipemiantes no momento do estudo

(critério de exclusao 3).

3.3. Avaliacdo da composicao corporal por bioimpedancia

A determinacdo da composicdo corporal foi realizada por meio do
equipamento de bioimpedéancia BIOSCAN 920-2-S (Matron International Limited,
UK).

3.4. Avaliacdo do Nivel Basal de Atividade Fisica

O nivel de atividade fisica diaria de cada voluntario foi determinado por
meio do Questionario Internacional de Atividade Fisica (IPAQ), pois segundo
Matsudo e colaboradores (29), este questionario é valido como instrumento para
medir nivel de atividade fisica.

Vale destacar que, baseados na definicAo do Colégio Americano de
Medicina do Esporte (25), se um individuo, que apresenta niveis de atividades
fisicas abaixo de 150 minutos semanalmente, este é considerado sedentario.
Assim, a identificacdo de niveis de atividade fisica acima deste valor de corte,

classifica o individuo como ativo.

3.5. Programa de treinamento combinado

O exercicio fisico constituido pelo programa de treinamento combinado,
consistiu em treinos de 3 (trés) dias por semana, com 1 (uma) hora de treino
para cada dia. Durante todo o estudo, todos os voluntarios foram
supervisionados por um profissional de Educacdo Fisica, para garantir a
continuidade do programa de exercicios fisicos combinados propostos.

A periodizacdo, frequéncia e intensidade utilizadas no programa de
treinamento, foram baseadas nas recomendacdes do Colégio Americano de
Medicina do Esporte e da Associacdo Americana de Cardiologia (30) que

preconizam: para atividades aerébias de intensidade moderada, acumular pelo
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menos 30 até 60 minutos por dia, em sessfes de no minimo até 10 minutos cada,
totalizando 150 a 300 minutos por semana que podem ser distribuidos em até 5
dias, ou ainda realizar 20 a 30 minutos por dia de atividade em intensidade
vigorosa, totalizando 75 a 150 minutos por semana, que podem ser distribuidos
de 2 a 3 dias. A combinacdo de atividade moderada e vigorosa também
proporcionam equivalentes beneficios (31).

O programa de treinamento combinado foi constituido por exercicios
aerobios (variando entre 60 e 75% frequéncia cardiaca méaxima), associados a
exercicios de resisténcia muscular localizada (musculagéo), variando entre 50 a
60% de 1RM (repeticdo maxima).

Cada sesséo de treinamento foi constituida por 30 minutos de exercicios
aerobios, de intensidade moderada, que variam de 60 a 75% de sua frequéncia
cardiaca maxima (Fc-max), avaliada por meio de um frequencimetro (marca
Polar, modelo FT1, Polar - Finlandia), realizados tanto com exercicios para a
melhoria da estabilizacdo postural e do ritmo (com aulas de danga), como
exercicios realizados em equipamentos como step e cama elastica (jump). A
manutencéo da intensidade moderada ocorreu a partir das equacdes 220 menos
a idade (220-idade), creditado a Karvonen, tendo seus valores comparados a
equacao 208 menos 0,7 vezes a idade (208 - 0,7 x idade) apresentada por (32).

O treinamento com exercicios resistidos localizados foi realizado em
intensidade moderada, variando entre 50 e 60% de 1RM (repeticdo maxima),
respeitando as diretrizes preconizadas pela ACSM para a prescricdo de
exercicios resistidos. Os exercicios envolveram 5 a 10 diferentes exercicios para
0S seguintes grupos musculares: membros inferiores e superiores, abdémen,
gluteos e aqueles relacionados a estabilizacdo postural, incluindo dorsal e
lombar. Os exercicios foram realizados em 2 séries de 10 a 20 repeticdes, 30
minutos por dia, com uso de anilhas ou pesos livres, logo apds o término do
treino aerdbio. O treino resistido foi aplicado 2 a 3 vezes por semana e, cada
sessdo de treino envolveu diferentes combinacdes de dois grupos musculares
descritos acima, sendo realizados em 4 dias consecutivos. A intensidade do
treinamento resistido foi avaliada por meio da escala subjetiva de Borg.

Além disso, outro tipo de exercicio aplicado para a melhoria do
condicionamento fisico, tanto da capacidade aerdbia, como da forca muscular

dos idosos praticantes de exercicio fisico, envolveu o treinamento em circuito
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funcional, utilizado como outra variacdo de exercicios semanais.

O programa de exercicios fisicos combinados foi realizado nas
dependéncias do Centro Educacional e Esportivo Ibirapuera, pertencente a
Secretaria Municipal de Esportes (SEME), sob supervisdo da profissional de
mesma profissional de Educacdo Fisica, responsavel pela aplicacdo de

programas de exercicios fisicos para idosos da SEME desde 1986.

3.6. Vacinagdao contra o virus da gripe

Todos os voluntarios participantes deste estudo foram submetidos a VViI
sazonal em 2019. A vacina trivalente era composta por dois tipos de virus
Influenza A [A / Michigan / 45/2015 (H1N1) e A / Suica / 8060/2017 (H3N2)] e
um tipo de virus Influenza B (B / Colorado / 06/2017).

3.7. Coleta de Amostras de Sangue

Amostras de sangue foram coletadas em tubos contendo o anticoagulante
EDTA e em tubos sem qualquer agente anticoagulante em dois momentos
diferentes: antes (pré) e apos 30 dias (pos) da VVI. O sangue coletado em tubos
contendo EDTA foi utilizado para obtencdo e avaliacdo dos linfocitos TCD8+,
conforme descrito em detalhes logo a seguir. J4, aliquotas de soro foram obtidas
apos coagulagcéo do sangue no tubo e centrifugacdo por 10 minutos, 300xg, a
4°C. O soro foi utilizado para avaliar a resposta de anticorpos especificos (IgA,
IgM e IgG) para VVI e IgG especifico para CMV, bem como os niveis de citocinas
pro (IL-6) e anti-inflamatorias (IL-10). E importante esclarecer que, em relagio
aos voluntarios do grupo EFC, estes foram orientados a realizar a Ultima sesséo

de treinamento fisico 24h antes da coleta das amostras de sangue.

3.8. Determinacdo da resposta de anticorpos especificos para a
vacinagao contra o virus da gripe e CMV

Os niveis séricos de IgG especifico para CMV foram determinados por
meio de um teste ELISA comercial (BioClin, MG, Brasil), seguindo as instru¢des

do fabricante. Em relacdo a avaliacdo dos niveis séricos de imunoglobulina
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especifica A (IgA), IgM e 1gG para VVI, foi realizado um teste ELISA "in-house"
seguindo o procedimento anteriormente apresentado pelo nosso grupo (Bachi et
al. 2013). Resumidamente, as amostras de soro foram diluidas 1:4.000, para
testes de IgA e IgM, ou 1: 10.000, para teste de IgG, em um tampao PBS-T-BSA
(PBS contendo 0,1% de Tween (PBS-T) e 0,25% de BSA). Anticorpos
secundarios (anticorpos anti-humanos conjugados com peroxidase) para IgA,
IgM e 1gG (Sigma, St. Louis, MO) foram usados diluidos 1: 4000 em tampé&o PBS-
T-BSA. Um leitor de microplaca (Multiskan Sky Microplate Spectrophotometer

ThermoFisher) foi usado para ler a absorbancia a 450nm.

3.9. Ensaio de inibicdo de hemaglutinacao (IHA)

O ensaio de inibicAo da hemaglutinacdo (IHA) foi realizado conforme
descrito anteriormente por nosso grupo em Monteiro et al. 2020.
Resumidamente, usamos 0 mesmo volume (1:1, v/v) de glébulos vermelhos de
galinha (CRBCs) e virus IA HIN1 (concentragcdo de 4 unidades de
hemaglutinacdo por 50yl em PBS) em placas de fundo redondo de 96 pocos. Os
soros foram diluidos em série de 1:2 a 1:2.048 e, em seguida, o virus IA HIN1
diluido foi adicionado. Esta mistura foi incubada por pelo menos 30 minutos em
temperatura ambiente e CRBCs (1%) foram adicionados logo em seguida.
Realizou-se nova incubacdo por 30 minutos a temperatura ambiente com
agitacdo e, em seguida, foi analisada a presenca ou auséncia de aglutinacdo. O
titulo IHA da amostra de soro foi determinado como o inverso da ultima diluicdo
onde as células ndo foram aglutinadas. Foi considerado significativo 0 aumento
de quatro vezes no titulo de IHA pos-vacinagédo, em relacdo aos valores pré-

vacinacao (33).

3.10. Determinagédo dos linfécitos TCD8+ “naive” e efetora s

A imunofenotipagem dos linfécitos TCD8+, particularmente em termos de
perfis “naive” e efetores, foi realizada conforme descrito anteriormente por nosso
grupo em Monteiro et al. (26). Resumidamente, 1x10° células foram usadas para
imuno-marcagdo com 0s anticorpos monoclonais para ensaios em citometria:
anti-CD3 APCCy7 (clone SK7), anti-CD8 PerCP (clone SK1), anti-CD27 APC
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(clone 0323), anti-CD45RA PE (clone HI100) e anti-CD197 FITC (CCR7, clone
G043H7). Os numeros absolutos dos linfécitos TCD8+ “naive” e efetoras foram
determinados como: CD3+CD8+CD45RA+CD27+CD197+ e
CD3+CD8+CD45RA+CD27-CD197- respectivamente. As estratégias de analise
sdo mostradas na Figura 2. Apds a imuno-marcacao, 500.000 eventos foram
adquiridos em um citdmetro de fluxo FACSCanto Il (BD Biosciences, San Jose,
CA, EUA) e, em seguida, analisados com o software FlowJo (versao 10.2, BD
Biosciences, San Carlos, CA, EUA). Com o objetivo de obter resultados robustos
e confidveis da caracterizacao fenotipica de linfécitos TCD8+, conforme também
apresentado anteriormente em Monteiro et al. (26), “a estratégia de analise
empregada é conhecida como FMO (fluorescéncia menos um), que é
amplamente usada para identificar mais precisamente onde selecionar 0s
“gates” de populacédo de células de interesse quando multiplos fluorocromos séo
usados em um determinado painel.” Na Figura 2 € apresentado um gréfico de
pontos representativo do painel de citometria de fluxo usado para a detecgéo dos
linfécitos TCD8+ “naive” e efetoras, partir do isolamento das células
mononucleares de sangue periférico (PBMCs) que foram marcadas com
anticorpos que reconhecem CD3, CD8, CD45RA, CD27 e CD197 e analisadas

por citometria de fluxo, conforme indicado abaixo.
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Figura 2. Andlise por citometria de fluxo do perfil de células TCD8+ “naive” e efetoras. Células
mononucleares de sangue periférico (PBMCs) foram marcadas com anticorpos que reconhecem
CD3, CD8, CD45RA, CD27 e CD197 e analisadas por citometria de fluxo.

3.11. Determinacgéo de citocinas pro e anti-inflamatorias

As concentragdes de citocinas pro (IL-6) e anti-inflamatérias (IL-10)
sistémicas foram determinadas nas amostras de soro por kits ELISA comerciais
(Invitrogen da Thermo Fisher Scientific, Viena, Austria) seguindo as instrucdes
do fabricante. A concentracao de cada citocina foi calculada utilizando-se curvas
padrao apropriadas, que foram obtidas seguindo as instru¢des dos fabricantes.
Todos os coeficientes de correlagcdo das curvas padréo alcancaram a faixa de
0,95 a 0,99, enquanto os coeficientes de variancia intra-ensaio foram de 3-7% e

os coeficientes de variancia inter-ensaio foram de 7-10%.

3.12. Anaélise estatistica

Primeiramente, os dados aqui obtidos foram analisados contra a hipétese
de normalidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, seguido da andlise de
homogeneidade de variancia analisada pelo teste de Levene.

Os dados relativos aos dados antropométricos e niveis de atividade fisica
apresentaram distribuicdo normal e, por isso, sdo apresentados como média e
desvio padrao. Com base nessas observacgoes, o teste T de Student foi usado
para determinar a ocorréncia de diferencas significativas nesses dados entre os
grupos de voluntarios.

Em relagdo aos dados obtidos nas respostas de anticorpos, tanto para
VVI quanto para o CMV, e, também, nos niveis de citocinas e linfocitos TCD8+,
foi encontrado um desvio da normalidade (varidveis ndo paramétricas). Dessa
forma, esses dados sdo apresentados como mediana e intervalos interquartis e
utilizou-se o teste de Kruskall-Wallis com o poés-teste de Miuller-Dunn para
verificar se a diferenca entre esses parametros nos grupos de idosos foi

significativa.
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Além disso, a andlise do coeficiente de correlacdo de Spearman foi usada
para verificar a ocorréncia de correlacdes significativas entre as respostas de
anticorpos para VVI e para o CMV, bem como entre as respostas de anticorpos
e 0s niveis de citocinas.

O nivel de significancia adotado foi de 5% (p<0,05). Todas as analises

estatisticas foram realizadas pelo software GraphPad Prism 8.1.2.

4. RESULTADOS

A Tabela 1 mostra os resultados obtidos com relagdo as caracteristicas
antropométricas e nivel semanal de atividades fisicas nos grupos de idosos
participantes do estudo. Pode-se observar que o grupo NP apresentou nao
apenas maior peso e consequentemente elevado IMC, como também maior
porcentagem de gordura corporal e menor massa livre de gordura do que o grupo
EFC. Como esperado, os voluntarios do grupo NP mostraram niveis de atividade
fisica mais baixos e maior tempo na posi¢do sentada do que os voluntarios do
grupo EFC.

Tabela 1. Caracteristicas fisicas e antropométricas dos idosos grupos nado praticantes (NP) e
praticantes de um programa de exercicios fisicos combinados (EFC).

Voluntarios (n=84)

Caracteristicas a EFC Valor p
NP (n=31) (n=53)
Idade (anos) 74.1+6.4 71.7+5.8 >0.05
Altura (m) 1.57 £0.08 1.56 + 0.09 >0.05
Peso (kg) oSy 62.3+10.4 ~0.004
Indice de massa corporal 281+39*  254+37 -0.002
(kg/m?)
Gordura corporal total (%) 39.3 £9.6* 35475 =0.04
Massa livre de gordura (%) 60.3 £ 9.3* 64.7+7.6 =0.02
Massa musc(tlj(lg)r esquelética 1907 +45 20.1 +3.7 ~0.05
IPAQ
Atividade fisica (min/week) 438 +230* 708 +158 <0900
Sentado (min/week) 1;22} 1379 + 497 =0.02

* diferenca significativa em relacéo aos valores encontrados no grupo EFC.



28

Conforme mostrado na Figura 3, os niveis séricos de IgG especifica para
infeccdo pelo CMV (Figura 3A) e para a VVI (Figura 3B) permaneceram
inalterados entre os valores pré e pos-vacinacdo em ambos os grupos de
voluntarios. Em relacdo aos niveis séricos de IgA especifica para VVI (Figura
3C), o grupo EFC apresentou maior concentracdo pos-vacinacdo do que os
valores pré-vacinacao (p<0,01). Em relacdo aos niveis séricos de IgM especifica
para VVI (Figura 3D), ambos os grupos de voluntarios apresentaram
concentracao pés-vacinagao superior aos valores pré-vacinacdo (NP = p<0,05 e
EFC = p<0,001).
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Figura 3. Concentracdo sérica (média + DP) de IgG especifico para citomegalovirus (CMV, A,
Ul/mL), e também dos anticorpos IgG (B), IgA (C) e IgM (D) especificos para o virus Influenza
(D.O. 450nm) nos grupos de voluntarios idosos (ndo praticantes, NP e praticantes de exercicios
fisicos combinados, EFC), tanto antes (pré) quanto apos 30 dias (p6s) da vacinagdo. Nivel de
significancia de *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.

Na Figura 4 sédo apresentados os resultados obtidos na avaliacdo das
citocinas séricas. Em relagdo aos niveis seéricos de IL-6 (Figura 4A) e IL-10
(Figura 4B), ndo foram encontradas diferencas entre os valores pré e pos-

vacinagdo em ambos os grupos de voluntarios. No entanto, na andlise da razdo
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entre I1L-10 e IL-6 (IL-10/IL-6, Figura 4C), uma raz&o maior foi encontrada no

grupo EFC pés-vacinacéo do que os valores pré-vacinagao (p < 0,05).
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Figura 4. Concentracéo sérica (mediana e intervalo interquartil) de interleucina (IL) -6, IL-10 e a
razdo entre IL-10 e IL-6 (IL-10/IL-6) nos grupos de voluntarios idosos (ndo praticantes - NP;
praticantes de exercicios fisicos combinados - EFC), tanto antes (pré) quanto ap6s 30 dias (pos)
da vacinacéo. Nivel de significancia de *p<0,05.

A Figura 5 mostra a analise de correlacdo entre os niveis de anticorpos
séricos para CMV e IgA (Figura 5A), IgM (Figura 5B) e IgG (Figura 5C), antes e
apos a VVI, nos grupos de voluntarios (NP e EFC). Como pode ser observado,

ndo foram encontradas correlacdes entre os resultados de CMV e IgA (Figura

5A) ou IgM (Figura 5B). Porém, em relacéo a correlacéo entre os niveis de CMV

e IgG (Figura 5C), enquanto o grupo NP ndo apresentou correlacdo, o grupo

EFC apresentou correlagdo negativa significativa tanto pré quanto poés

vacinacao.
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Figura 5. A andlise do coeficiente de correlacdo de Spearman foi usada para identificar a
correlacdo entre os niveis de anticorpos séricos para CMV e IgA especifico (A), IgM (B) e 1gG
(C) para VVI nos grupos de voluntarios (NP e EFC), nos periodos pré e pés-vacinagdo. Nivel de
significancia de *p<0,05.

Na Figura 6 € mostrada a analise de correlacdo entre 0s niveis séricos de

IL-6 e IgG especifico para VVI ou CMV nos grupos de voluntarios (NP e EFC),

pré e pos-vacinacdo. Em relacdo aos resultados obtidos nesta andlise, ndo foram

encontradas correlagdes significativas entre os niveis séricos de IL-6 e a
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Figura 6. A analise do coeficiente de correlacdo de Spearman foi usada para identificar a
correlacdo entre os niveis séricos de IL-6 e 1gG especifico para CMV nos grupos de voluntarios,
pré- (NP - A e EFC - B) e pds-vacinacéo (NP - C e EFC - D), e entre IL-6 e 1gG especifico para
VVI nos grupos de voluntarios, pré- (NP - E e EFC - F) e pés-vacinagéo (NP - G e EFC - H). Nivel
de significancia de *p<0,05.

Na Figura 7 é apresentada a analise de correlacdo entre 0s niveis séricos
de IL-10 e IgG especifico para VVI ou CMV nos grupos de voluntarios (NP e
EFC), pré e pés-vacinacdo. Em relagédo aos resultados obtidos na analise de
correlagdo entre IL-10 e resposta de anticorpos especificos para CMV, foram
encontradas correlacbes negativas significativas nos grupos de todos os
voluntarios, tanto pré quanto pos-vacinacao (painel superior - A, B, C e D).
Curiosamente, na andlise de correlacéo entre IL-10 e a resposta de anticorpos
especificos para a VVI, correlagdes positivas significativas foram observadas

apenas no grupo EFC pré e pds-vacinacéao (painel inferior - E, F, G e H).
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Figura 7. A analise do coeficiente de correlacdo de Spearman foi usada para identificar a
correlac@o entre os niveis séricos de IL-10 e IgG especifico para CMV nos grupos de voluntarios,
pré- (NP - A e EFC - B) e p6s-vacinagéo (NP - C e EFC - D), e entre IL-10 e IgG especifico para
vacinagdo contra o virus Influenza nos grupos de voluntéarios, pré- (NP - E e EFC - F) e pés-
vacinagdo (NP - G e EFC - H). Nivel de significancia de *p<0,05.

Com base na observacao de que alguns participantes de ambos 0s grupos
responderam ou ndo ao VVI, realizamos uma analise separando esses
voluntarios em subgrupos: “respondentes” e “ndo respondentes”.

Como mostrado na Figura 8A, os idosos que responderam ao VVI de
ambos os grupos apresentaram niveis mais baixos de IgG especifica para CMV
pos-vacinagdo do que pré-vacinacdo (NP: p<0,05; EFC: p<0,001). A Figura 8B
mostra que os niveis de IL-6 permaneceram inalterados entre os subgrupos de
respondentes e ndo respondentes, tanto antes como apos a vacinagao. No
entanto, na Figura 8C, é mostrado que o subgrupo respondedor do grupo EFC
apresentou um aumento significativo dos niveis de IL-10 pos-vacinagdo em
comparacdo com aqueles pré-vacinacao (p<0,05). Além disso, as Figuras 8D,
mostram que, enquanto os subgrupos respondedores dos grupos NP e EFC
apresentaram numeros absolutos mais altos de células TCD8+ efetoras e
ingénuas pos-vacinacdo do que pré-vacinacao (p<0,01), apenas o subgrupo
respondedor do grupo EFC apresentou nimeros absolutos aumentados de

células TCD8+ ingénuas quando comparadas ao subgrupo néo respondedor do
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grupo EFC pés-vacinacao (p<0,05). Finalmente, como mostrado na Figura 8F,
uma reducao significativa na propor¢céo de células TCD8+ efetoras para “naive”
foi apresentada pelo subgrupo respondedor em comparacdo com o subgrupo

nao respondedor do mesmo grupo EFC pdés-vacinacdo (p<0,05).
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Figura 8. Comparacao entre os respondentes e nao respondentes dos nédo praticantes (NP) e
praticantes de grupos de exercicio fisico combinado (EFC) para a vacinagdo contra o virus da
influenza (VVI) para IgG especifica para citomegalovirus (CMV) (A) e niveis de IL-6 (B) e IL-10
(C), bem como “naive” (D), efetora (E) e a razdo de células TCD8+ efetor/’naive” pré e pos-
vacinacdo. Em (D — F), os resultados dos que néo responderam séo apresentados em vermelho,
enquanto os do respondente sdo apresentados em azul. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

5. Discussao

Neste estudo, pudemos demonstrar que, de acordo com a literatura, os
idosos praticantes do programa EFC apresentaram melhor resposta de
anticorpos especificos (IgA e IgM) ao VVI e razbes IL-10/IL-6 mais altas.
Curiosamente, tanto a IgG especifica para a vacina quanto o CMV, bem como
0s niveis de IL-6 e IL-10, permaneceram inalterados nos momentos avaliados
aqui. No entanto, a partir do ensaio HAI, verificou-se que percentagens
semelhantes de voluntarios em ambos os grupos responderam ao VVI. Embora

as reducdes nos niveis de IgG especifica para CMV e aumentos nas células
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TCD8+ “naive” e efetoras tenham sido encontradas em ambos os subgrupos de
resposta pés-vacinagdo, apenas os respondentes do grupo EFC mostraram
reducdes na proporcao de célula TCD8+ efetor para “naive” e aumento nos niveis
de IL-10 pds-vacinacdo. Além disso, correlagcdes significativas foram
observadas. A este respeito, foram encontradas correlagdes negativas entre os
niveis especificos de IgG para a vacina e CMV no grupo EFC e entre IL-10 e os
niveis especificos de IgG para CMV em todos os grupos de voluntarios pré e
pos-vacinacgdo. Além disso, uma correlacdo positiva entre IL-10 e 1gG especifica
para VVI foi observada pré e pés-vacinagdo. Por fim, os niveis de IL-6 ndo
apresentaram correlacdo com os demais parametros avaliados.

Desde que o termo “inflammaging” foi cunhado, diversos estudos foram
desenvolvidos para aprimorar o conhecimento sobre o impacto do estado
inflamatdrio no processo de envelhecimento. Em relacdo aos dados atuais, o
fenbmeno “inflammaging” € caracterizado por maiores niveis sistémicos e
cronicos de fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e IL-6, ambas citocinas proé-
inflamatorias, em associagdo com menores niveis de IL-10, uma classica citocina
anti-inflamatoria. Alguns relatos apontam que esse desequilibrio entre as
citocinas pro e anti-inflamatérias em idosos pode ser considerado uma das
principais causas do aumento do risco de desenvolver varias doengas, como
sarcopenia, aterosclerose e Alzheimer, além de interferir no sistema imunoldgico
resposta e respostas de vacinacédo (15, 34). Embora os mecanismos que
desencadeiam o fenbmeno ‘“inflammaging” ndo sejam totalmente
compreendidos, é amplamente aceito que a obesidade e a infeccdo pelo CMV
séo dois fatores envolvidos ndo apenas no desencadeamento, mas também na
manutencao desse prejudicial fendbmeno relacionado a idade.

Uma prova relevante de que a infecgdo por CMV € uma peca notavel no
quebra-cabeca da inflamacéo é que o CMV é capaz de promover a ativacéo e
translocacdo de NF-kB do citoplasma para o ndcleo, induzindo um aumento da
producdo de TNF-a e IL-6, levando a uma regulagdo positiva da resposta pro-
inflamatoria (18, 35, 36). Com base na literatura, o CMV tem a capacidade de
manter um estado de laténcia de longa duracdo dentro do organismo hospedeiro.
Ressalta-se que a prevaléncia da infeccdo pelo CMV é maior e suas taxas de
infeccdo aumentam com a idade, podendo chegar a 95% em idosos (36, 37).

Apesar do CMV ser capaz de induzir a producao de IL-6, conforme citado
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acima, neste estudo ndo observamos correlacao entre os niveis séricos de IgG
especifica para CMV e IL-6 em todos os grupos de voluntarios nos tempos
avaliados. Ao contrario, a analise de correlacdo entre os niveis séricos de I1gG
especifica para CMV e IL-10 mostrou correlagdes negativas nos dois grupos,
tanto pré quanto pos-vacinagcdo. Particularmente, este dltimo achado pode
reforcar nossa descri¢cdo anterior de que a infeccao por CMV ocorre e é mantida
em um ambiente mais pré-inflamatorio e anti-inflamatorio reduzido (22), uma vez
que os niveis mais elevados de anticorpos para CMV foram encontrados nos
participantes com menor IL- circulante 10 niveis.

Outro ponto que merece destaque € que ndo ha consenso sobre o impacto
da infeccdo pelo CMV no VVI. De fato, alguns estudos demonstraram que a
soropositividade para CMV estd negativamente associada a resposta de
anticorpos especificos ao VVI, enquanto outros estudos ndo mostraram
associacao entre soropositividade para CMV e VVI, principalmente em idosos
(38, 39). E de extrema importancia relatar que idosos com maior soropositividade
para CMV apresentaram respostas reduzidas de células TCD4+ e, mais
proeminentemente, de células TCD8+ para antigenos do virus Influenza, o que
demonstra que a infeccao pelo CMV poderia influenciar a resposta imune contra
este virus (18). Além disso, também vale citar que, ao contrario do observado
em idosos, os adultos jovens com infeccdo por CMV apresentaram aumento da
resposta imune a VVI (15). Em nosso estudo, evidenciamos que 0s niveis séricos
de IgG especifica para CMV e a VVI permaneceram inalterados tanto pré quanto
na pés-vacinacdo em todos os grupos de voluntarios. Embora nosso grupo de
pesquisa tenha previamente demonstrado que idosos que se exercitam
apresentaram melhora nos niveis de IgG especifica para VVI (12), mais
recentemente, também descobrimos que um grupo de idosos que praticam
exercicios fisicos ndo apresentou alteragdes nos niveis de 1gG especifica para
VVI (26). Como mencionado neste estudo anterior (26), a VVI sazonal,
infelizmente, pode influenciar negativamente a resposta imune (40) e nenhuma
melhora nos niveis de IgG especifica para a vacina pdde ser encontrada (26).

Entre varios aspectos que poderiam explicar a falta de resposta imune
observada ap6s VVI, foi relatado que a dose de vacina usada tem uma influéncia
singular na inducdo de uma resposta imune robusta na populacéo idosa. A esse

respeito, ha estudos, tanto originais quanto metanalises sistematicas, na
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literatura cientifica destacando que, entre os idosos, a vacina de alta dose para
Influenza (60 pg de hemaglutinina por cepa de virus) é mais imunogénica, bem
tolerada e pode fornecer melhor protecéo contra infec¢des de influenza do que
a vacina de dose padrédo (15 yg de hemaglutinina por cepa de virus) (41). Com
base nesses dados, podemos sugerir que os niveis inalterados de IgG especifica
30 dias apos a VVI poderiam ser atribuidos, pelo menos em parte, a vacina de
dose padréo que foi administrada nos participantes do presente estudo.

Embora nosso grupo tenha demonstrado as respostas de anticorpos ao
VVI, comparando os dados obtidos pré e pos-vacinacdo, em uma populacéo
idosa por meio dos valores de densidade o6ptica (DO) do ELISA, também
avaliamos os titulos de anticorpos com o ensaio HAI em a fim de compreender
melhor a resposta imune desencadeada pela VVI. De acordo com a literatura, a
analise dos titulos de anticorpos é uma ferramenta bem aceita para a avaliacédo
da protecao contra o VVI (33, 42). Assim, por meio do ensaio HAI, verificamos
gue percentuais semelhantes de idosos em ambos os grupos de voluntarios
responderam a VVI. Curiosamente, esses respondedores mostraram uma
reducéo significativa dos niveis de IgG especifica para o CMV pdés-vacinagao.
Vale esclarecer que todos os voluntarios inscritos neste estudo eram
soropositivos para CMV, e essas observacdes podem acrescentar mais pecas a
esse quebra-cabeca. Além disso, quando avaliamos os resultados da analise de
correlacdo, enquanto o grupo NP n&o apresentou correlacdo, o grupo EFC
apresentou correlacdo negativa significativa entre os valores de IgG especifica
para CMV e VVI.

E sabido que a pratica regular de exercicios fisicos € uma intervenc&o néo
farmacologica que beneficia o sistema imunoldgico desde a producdo,
diferenciacdo, maturacdo e ativacdo dos leucdcitos até suas acoes, a fim de
garantir protecdo contra diversos desafios imunologicos, como vacinagcdo em
adultos mais velhos (43, 44). Na verdade, esta capacidade proeminente de
treinamento fisico para aumentar a eficacia da vacina € mais pronunciada em
situacdes onde a vacinacdo mostra baixa imunogenicidade, como na
imunossenescéncia (43). Nesse sentido, nosso grupo demonstrou que o EFC
pode melhorar significativamente ndo apenas as respostas imunes sistémicas,
tanto celulares quanto humorais, mas também as respostas imunes nas vias

aéreas da mucosa contra VVI em idosos (26, 27). Corroborando essas
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informacdes, apresentamos neste estudo que o0 grupo de voluntarios que
praticava o programa EFC apresentou aumento dos niveis séricos de IgA
especifica e IgM pds-vacinacdo em comparacdo aos valores basais. Vale
ressaltar que o aumento dos niveis séricos de IgM especifica pds-vacinacdo em
comparagao aos basais no grupo NP pode ser atribuido ao fato de os voluntarios
desse grupo serem classificados como idosos ativos. Esta ultima observacgéo
também pode reforcar os dados de que um estilo de vida ativo tem a capacidade
de atenuar a imunossenescéncia e, consequentemente, preservar a resposta
imunoldgica durante o envelhecimento.

Embora fosse esperada uma melhora nos niveis séricos de IgG especifica
para VVI, principalmente no grupo EFC, a observacgéo de diferencas na anélise
de correlacdo entre os dois grupos de voluntarios pode ser corroborada por
alguns dados da literatura (45). A esse respeito, foi postulado que existe uma
associacdo inversa entre a eficacia da vacina e o status sorolégico para CMV,
conforme observado neste estudo exclusivamente no grupo EFC. Além disso, é
fundamental ressaltar que héa relatos de que o controle da infeccdo pelo CMV
associado a uma reducao significativa da carga viral imposta ao sistema
imunologico por meio da pratica regular de exercicios fisicos seria capaz de
melhorar a eficacia da vacina. Também €é importante ressaltar que, de acordo
com a literatura, o notavel efeito do treinamento fisico nesse contexto ndo pode
ser observado em individuos que apresentassem bom controle da infeccéo por
CMV (45).

Apesar do real efeito do treinamento fisico neste contexto ndo estar
totalmente determinado, alguns estudos postulam que os beneficios desta
intervencdo podem ser atribuidos a sua capacidade de melhorar o “turnover” de
células T, no qual estas células com fendtipo de senescéncia sdo induzidas a
morrer por apoptose e 0 “espacgo” que sobra seria preenchido por novas células
T funcionais (26, 45, 46). Em consequéncia, a renovagao de um “pool” de células
T de um aspecto de senescéncia para um perfil funcional pode conter ou diminuir
a infeccdo por CMV, o que também pode reduzir o estimulo antigénico e o
namero de células T especificas de CMV "mais antigas", levando ao controle da
reativacdo do CMV (47, 48), uma vez que cerca de 25% das células TCD8+
podem mostrar especificidade para um Unico epitopo imunodominante para CMV

em idosos soropositivos para este virus (34).
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Como é bem conhecido, o controle imunolégico da infeccdo por CMV
requer vigilancia imunolégica permanente, particularmente com um aumento de
até 10% a 30% das células TCD8+ especificas para CMV na periferia, que
continua a aumentar com o tempo. Como ja mencionado, a infeccéo latente por
CMV frequentemente mostra uma diminuicdo notavel de células T “naive”,
particularmente em células TCD8+ do que em células TCD4+, quando
comparada aquela sem infeccdo por CMV. Em contraste com essas reducoes
nas células TCD8+ “naive”, os individuos soropositivos para CMV apresentam
uma elevacdo nas porcentagens de células TCD8+ de memoria e efetora, que
podem levar a um comprometimento da resposta imune (49, 50). Nesse sentido,
foi relatado que as células TCD8+ especificas para CMV apresentam fenotipo
diferenciado avancado, que frequentemente é caracterizado pelas expressées
de CD45RA e CD57 em associacdo com a auséncia de CD27, CD28 e CCRY.
Em contraste, as células TCD8+ “naive” apresentam expressdes de CD45RA,
CD27, CD28 e CCR7 (33, 51, 52). Com base nesses dados, a modulacao de
células TCD8+ “naive” e efetoras é util para alcancar uma resposta imune
continua e ativa ndo apenas a infeccao por CMV, mas também a outros desafios
imunoldgicos, como virus respiratérios e/ou vacinas (33, 51). Corroborando essa
sugestao, observamos que o subgrupo de idosos que respondem a VVI mostrou
uma elevacao tanto de células TCD8+ “naive” quanto efetoras. Em particular, os
idosos que praticavam exercicios fisicos combinados também mostraram
diminui¢cdes significativas na proporcao de células TCD8+ efetoras para “naive”.
Esse achado notavel esta de acordo com a literatura, que mostrou que o
treinamento fisico combinado impulsiona 0 aumento do numero de células
TCD8+ CD28+ na periferia (53, 54) em idosos, e nos permite sugerir que a
pratica regular de EFC é capaz de melhorar o nimero de células TCD8+ “naive”
em relacéo as células TCD8+ efetoras, permitindo, assim, que a resposta imune
mantenha sua capacidade de responder a novos desafios imunoldgicos.

Por mais atraente que seja esta proposta, vale ressaltar que outro efeito
amplamente aceito e positivo associado a pratica regular de exercicios fisicos é
sua propriedade de gerar um estado anti-inflamatorio sistémico (55). Foi relatado
que o treinamento fisico pode regular positivamente a producao de citocinas anti-
inflamatdrias, como IL-10, em associacdo com a regulacdo negativa de citocinas

pro-inflamatorias, como IL-6 e TNF-a (56, 57). Conforme relatado por Jankord et
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al. (56), a regulacéo do estado inflamatorio sistémico, principalmente pela agédo
da IL-10, esta relacionada a um ambiente protetor que pode ser capaz de
minimizar os efeitos deletérios do envelhecimento.

Conforme descrito anteriormente, o fenbmeno de “inflammaging” €&
caracterizado por um desequilibrio de citocinas pré e anti-inflamatorias. Nesse
contexto, alguns estudos demonstraram que o0s niveis circulantes de IL-10
diminuem com o envelhecimento (58), o que pode permitir o aumento de
citocinas pro-inflamatorias, principalmente IL-6. Portanto, a capacidade do
treinamento fisico em aumentar os niveis de IL-10 € Gtil no controle do processo
de inflamacdo, uma vez que essa citocina apresenta um efeito supressor na
secrecdo de muitas citocinas pré-inflamatorias. Embora nossos resultados néo
tenham mostrado diferencas nos niveis séricos de IL-6 e IL-10 entre os dois
grupos de voluntarios, o que pode ser atribuido ndo apenas ao fato de todos os
voluntarios terem um estilo de vida ativo, mas também a observacédo de que o
treinamento fisico moderado promove flutuagdes de curta duracdo em alguns
niveis de citocinas (59), a relagéo IL-10/IL-6 apresentou aumento significativo no
grupo EFC poés-vacinagdo. Atualmente, a analise da proporgéo de citocinas pré
e anti-inflamatorias € util para fornecer uma melhor visdo do contexto real do
estado inflamatério (60, 61). Assim, nossa observa¢do de aumento da razao IL-
10/IL-6 do grupo EFC nos permite sugerir que uma melhora do estado
inflamatério sistémico foi alcancada neste grupo, o que poderia influenciar
positivamente nas melhores respostas de anticorpos especificos (IgA e IgM) para
VVI, conforme observado aqui.

Corroborando sua propriedade anti-inflamatéria proeminente, os niveis
séricos de IL-10 mostraram uma correlagcdo negativa significativa com 1gG
especifica para CMV em todos os grupos de voluntarios pré e pés-vacinacao.
Com base nesse resultado, podemos sugerir que idosos que mantém a
regulacdo do estado inflamatorio, principalmente por meio da atividade da IL-10,
séo capazes de controlar melhor a infec¢cdo por CMV. Além disso, observamos
que, no grupo EFC, os niveis de IL-10 se correlacionaram positivamente com os
niveis de 1gG especifica para os antigenos presentes na vacina contra o virus
influenza. Além disso, os resultados observados da separa¢éo do grupo EFC em
subgrupos de respondentes ou ndo respondentes a VVI, nos permitem reforcar

esta sugestdo, uma vez que um aumento nos niveis de IL-10 foi evidenciado
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apos a vacinacdo apenas no subgrupo respondedor, e essa regulacdo anti-
inflamatdria poderia impactar na melhora da resposta imune a vacina. Na
verdade, essa observacdo é muito importante, uma vez que foi relatado que
alteragbes nos niveis de IL-10 podem prejudicar a resposta imune a VVI em
idosos (62, 63).
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6. CONCLUSAO

Tomados em conjunto, os resultados obtidos neste estudo mostraram,
pela primeira vez, que idosos soropositivos para CMV, especialmente aqueles
que fisicamente exercitados, apresentam um melhor resposta a VVI em
associacdo com um estado anti-inflamatério e aumento de células TCD8+

"naive”.
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ANEXOS

A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCL E)

Comité de Etica em Pesquisa — Unisa.
Rua Prof. Enéas de Siqueira Neto, 340 cep: 04829-
300 Sé&o Paulo - SP Fone: (11) 2141-8687

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Convidamos o(a) Sr(a) para participar do projeto de pesquisa intitulado: AVALIACAO
DA PRESENCA DE SARCOPENIA NUMA POPULACAO DE IDOSOS
FREQUENTADORES DA “CASA DO IDOSO” NA CIDADE DE SAO JOSE DOS
CAMPOS, sob a responsabilidade do pesquisador principal Eduardo Santos Felismino,
mestrado regularmente matriculado no Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias da
Saude da Universidade de Santo Amaro — UNISA (turma 2020), sob a orientagdo do
Professor Doutor André Luis Lacerda Bachi. Estes esclarecimentos estdo sendo
apresentados para solicitar sua participacao livre e voluntaria no desenvolvimento deste
projeto. O projeto tem como principal objetivo determinar a presenca de sarcopenia
numa populacao de idosos frequentadores da “Casa do ldoso” na cidade de S&o José
dos Campos. Além disso, também serdo preconizadas as seguintes avaliacdes: a
presenca e severidade da sarcopenia através da forca muscular; da quantificagdo de
massa muscular; da fungdo muscular, bem como correlacionar a presenca e severidade
da sarcopenia com os niveis de atividades fisicas diarias e padrdo alimentar. Para
podermos responder aos nossos objetivos, os voluntérios idosos serdo selecionados e
recrutados junto ao Instituto Brasileiro de Ensino e Pesquisa em Imunologia Pulmonar
e Exercicio (IBEPIPE), localizado na cidade de Sdo José dos Campos, que ja vem
desenvolvendo estudos com a populacéo de idosos frequentadores da “Casa do ldoso”
na cidade de Sao José dos Campos. Com base no banco de dados do IBEPIPE foi
possivel realizar o célculo amostral, utilizando o programa G*Power, e para este projeto
pretende-se convidar a participar 400 idosos de ambos 0s sexos, com idade entre 60 a
95 anos. Os participantes voluntarios do estudo serdo submetidos as seguintes
avaliacdes: antropométricas [medida da massa corporal, estatura, do indice de massa
corporal (IMC) e da circunferéncia da cintura e da panturrilha]; da composicao corporal
(concentracdo de gordura e massa muscular) através de bioimpedancia; da forca
muscular através de dinamdmetro de méo (Handgrip); da capacidade funcional através
da velocidade de marcha e Bateria Curta de Testes para Desempenho Fisico; do nivel
de atividade fisica através do questionario IPAQ (Questionario Internacional de
Atividade Fisica), e padrao alimentar através dos questiondrios MAN (Mini Avaliacdo
Nutricional) e de Frequéncia Alimentar. Todas essas avaliagbes serdo realizadas por
profissionais habilitados garantindo total seguranca as voluntarias do estudo. Vale
destacar que os dados obtidos seréo inicialmente utilizados para o desenvolvimento do
presente estudo. Contudo, caso seja necessdria comprovacdo dos resultados, ou
mesmo para que outras analises possam ser realizadas, os dados poderdo ser
utilizados, sendo neste caso solicitado sua permisséo. Os riscos decorrentes de sua
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participacdo na pesquisa sdo minimos, podendo haver pequeno desconforto ou cansaco
no momento da coleta dos dados da capacidade funcional. Com relagdo aos demais
procedimentos a serem realizados ndo havera risco nenhum. Contudo, caso haja
manifestacao de constrangimento ao se expor durante a realizacéo da coleta dos dados
ou mesmo altera¢Bes na autoestima provocadas pela evocacdo de memoérias sobre sua
condicao clinica podem configurar-se como menor risco. Diante disso, salientamos que
no momento em que sejam percebidas ou apresentadas tais manifestacbes e/ou
alteracdes, 0 caso serd comunicado aos responsaveis pela “Casa do Idoso” para que
o(a) Sr(a) receba assisténcia clinica psicoldgica. Vale esclarecer que esté assisténcia ja
é oferecida aos idosos frequentadores deste local. Além disso, sera garantido sigilo a
respeito dos nomes e dos resultados individuais de cada participante, sendo os dados
obtidos neste estudo agrupados para confeccdo dos relatorios, dissertacdes e artigos
cientificos. Com relacdo ao acompanhamento clinico, este ja é realizado pelos médicos
geriatras da “Casa do Idoso”, que também terdo total acesso aos respectivos resultados.
Se o(a) Sr(a) aceitar participar, estara contribuindo ndo s6 compreender melhor como
se dao as alteracBes na fungdo e massa muscular, bem como na capacidade funcional
do idoso, mas também podera permitir a implantacdo de novas estratégias de promocao
de saude desta populacdo que podem levar a melhora do bem estar e da capacidade
de realizar as atividades diérias. Esta garantida a liberdade da retirada de Vosso
consentimento a qualquer momento e interrup¢cdo no estudo, sem qualquer prejuizo a
continuidade de qualquer beneficio que o sujeito de pesquisa tenha obtido junto a
instituicdo, antes, durante ou apos o periodo deste estudo. Em nenhum momento seu
nome serd divulgado no estudo. Nao ha despesas pessoais para 0 participante em
qualquer fase do estudo. Também n&do ha compensacéo financeira relacionada a sua
participacédo, se existir quaisquer despesas adicional, ela sera absorvida pelo orcamento
da pesquisa. Em caso de dano pessoal, diretamente relacionado aos procedimentos
deste estudo (nexo causal comprovado) a qualquer tempo, ficam asseguradas
indenizagfes por danos eventuais. O pesquisador responsavel é o mestrando Eduardo
Santos Felismino, que poderéa ser encontrada no Campus | da Universidade de Santo
Amaro — UnNISA, no endereco: Rua Prof® Enéas de Siqueira Neto, 340, Jardim da
Imbuias, SP.: Tel: 2441-8687. Se houver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética
da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP — UNISA) —
Rua Prof® Enéas de Siqueira Neto, 340, Jardim das Imbuias, SP — Tel.: 2441-8687. Uma
via deste Termo de Consentimento ficarA em seu poder. S&do Paulo,
/ /
Eduardo Santos Felismino Pesquisador responsavel/mestrando Se vocé concordar em
participar desta pesquisa assine no espaco determinado abaixo e coloque seu nome e
0 n° de seu documento de identificacdo. Nome do participante:

Documento de Identificacdo RG/RNE
Declaro, que obtive de forma
apropriada e voluntéria o Consentimento Libre e Esclarecido deste participante para
participar neste estudo, conforme preconiza a Resolucdo CNS 466, de 12 de dezembro
de 2012, IV.3 a 6.
Assinatura do pesquisador responsavel pelo estudo Data / /
Assinatura dos demais pesquisadores Data / /
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B — Termo de Compromisso e confiabilidade

TERMO DE COMPROMISSO E CONFIDENCIALIDADE
(Elaborado de acordo com a Resolugéo 466/2012-CNS/C  ONEP)

Em referéncia a pesquisa intitulada (A MELHOR RESPOSTA A VACINACAO
CONTRA O VIRUS DA GRIPE EM IDOSOS FISICAMENTE TREIN ADOS ESTA
ASSOCIADA A REDUCOES DE IMUNOGLOBULINAS ESPECIFICAS PARA
CITOMEGALOVIRUS, BEM COMO A MELHORIAS NOS PERFIS
INFLAMATORIOS E DE CELULAS TCD8+) , eu, Eduardo Santos Felismino e minha
equipe, composta por (André Luis Lacerda Bachi e o Prof. Dr. Rodolfo de P aula
Vieira), comprometemo-nos a manter em anonimato, sob sigilo absoluto, durante e ap6s
o término do estudo, todos os dados que identifiquem o sujeito da pesquisa, usando
apenas para divulgacdo os dados inerentes ao desenvolvimento do estudo.

Asseguro o compromisso com a privacidade e a confidencialidade dos dados utilizados,
preservando integralmente o anonimato e a imagem do participante, bem como a sua
nao estigmatizarao.

Asseguro também, a ndo utilizagdo das informacdes em prejuizo das pessoas e/ou da
comunidade, inclusive em termos de autoestima, de prestigio e/ou econbmico
financeiro.

Comprometemo-nos também com a destrui¢cdo, apds o término da pesquisa, de todo e
gualquer tipo de midia que possa vir a identifica-lo tais como filmagens, fotos,
gravacdes, questionarios, formularios e outros.

Local, data: /]

Pesquisador Responsavel:

Assinatura e carimbo

Assinatura de todos os membros da equipe



51

C — Formulério de Autorizacéo para Pesquisa

FORMULARIO
PEDIDO DE AUTORIZACAO PARA REALIZACAO DE PROJETO DE PESQUISA
CIENTIFI- CA
1. Dados do Académico: (obrigatorio)
Nome:
CPF: R.G
Email:
Endereco:
Bairro: CEP:
Cidade: Estado: Fones: Cel e Res
Curso: Série:

2. Dados do Orientador: (obrigat6rio)

Nome:

CPFRG E-mail:

Endereco:

Bairro:

CEP

Cidade:
Estado:

Fones Cel e Res:




Funcéo Atual:
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Data de admissdo na UNISA:

/

/

Titulagbes Académicas:

Carga Horéria Semanal:

h/aula +

h/atividade

h/semanais Cursos:

Disciplina (s)/Atividade (s):
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3. Dados sobre a solicitacao:

Duracéo: dias/meses. Vigéncia / / a / /
Area de concentracao: () Ciéncias Bioldgicas e da
Saude () Ciéncias Exatas e Tecnoldgicas () Ciéncias Humanas e Sociais.

Grupo de Pesquisa:
Linha de Pesquisa:
Titulo do Projeto:
Séo Paulo, de de

Nome do Orientador



