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RESUMO

O diabetes mellitus do tipo 2 (DM2) caracteriza-se por defeitos na acéo e secrecdo da
insulina e na regulacdo da producdo hepatica de glicose. O exercicio fisico aparece
como uma das principais formas de prevencdo e controle do DM2. A literatura vem
sugerindo que os MicroRNAs circulantes (126, 146a e 155), apresentam uma relacéo
inversamente proporcional entre taxas glicémicas e o estado pro-inflamatorio
decorrentes do DM2. Assim, o objetivo do presente estudo foi analisar o efeito agudo
de dois tipos de intervencdes (cardiovascular e neuromuscular) sobre as
concentracdes circulantes totais dos miRs 126, 146a e 155 em idosos portadores do
DM2. Participaram do estudo 23 idosos (68,23+5,31 anos), de ambos o0s sexos, sendo
13 portadores do DM2 (controlados) e dez ndo diabéticos denominados,
respectivamente, Grupo 1 e 2. Estes foram submetidos a dois tipos de intervencgdes:
circuito neuromuscular e caminhada orientada, realizadas com a intensidade
entre 60% a 70% da frequéncia cardiaca de reserva. A expressdo dos miRNAs foi
realizada através do método Real Time Quantitative PCR (qPCR) e foi adotado a
analise de covariancia (ANCOVA) considerando os valores basais como co-variavel.
Em todas as analises foi utilizado nivel de significancia de 5%. Enquanto principais
resultados verificam-se que os valores basais (co-variavel), esta significativamente
relacionada com a magnitude do efeito do miR-146a frente a intervengéo
neuromuscular F (1, 23) = 166,31; p<0,001. Também houve um significativo efeito nos
niveis circulantes do miR-146a em face de o paciente ser ou nao diabético com
elevacbes substancialmente maior que o0s incrementos exibidos pelo os néo
diabéticos, frente a intervencéo 1, verificando-se F (2, 23) = 54,33; p<0,001. Conclui-
se que a intervenc¢do neuromuscular, quando realizada em forma de circuito, altera os
niveis circulantes totais do miR-146a, podendo reduzir os niveis inflamatoérios

decorrentes do DM2.

Palavras-Chave: Diabetes Mellitus; Exercicio Fisico; MicroRNAs.
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ABSTRACT

Diabetes mellitus type 2 (DM2) is characterized by defects in the action and secretion
of insulin and in the regulation of hepatic glucose production. The physical exercise
appears as one of the main ways of prevention and control of DM2. The literature
suggests that circulating microRNAs (126, 146a and 155) have an inversely
proportional relationship between glycemic rates and the pro-inflammatory state
resulting from DM2. Thus, the aim of this study was to analyze the acute effect of two
types of interventions (cardiovascular and neuromuscular) on the total concentrations
of circulating of the miRs 126, 146a and 155 in elderly patients with DM2. The study
included 23 individuals (68.23+5.31 years), of both genders, 13 patients with DM2
(controlled) and 10 non-diabetics, referred to, Group 1 and 2, respectively. These were
subjected to two types of interventions: neuromuscular circuit and walk oriented,
carried out with the intensity between 60% to 70% of heart rate reserve. The
expression of mMiRNAs was performed using the method Real Time Quantitative PCR
(gPCR) and was adopted the analysis of covariance (ANCOVA) whereas the
measurements of baseline as co-variable. In all analyzes was used a significance level
of 5%. While main results verify that the baseline (co-variable), is significantly related
with the magnitude of the effect of miR-146a forward to intervention neuromuscular F
(1, 23) = 166.31; p<0.001. There was also a significant effect on circulating levels of
miR-146a in the face of the patient or may not be a diabetic with elevations
substantially higher than the elevations shown by the non-diabetics, in front of the
intervention 1, F (2, 23) = 54.33, p<0.001. It is concluded that neuromuscular
intervention, when performed as a circuit, changes the total circulating levels of miR-

146a and may reduce the inflammatory levels resulting from DM2.

Keywords: Diabetes Mellitus; Physical Exercise; MicroRNAs.
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1 INTRODUCAO

Atualmente a populacédo de idosos vem crescendo rapidamente no mundo, e
durante esse processo de envelhecimento o corpo humano passa por uma série de
alteracdes, fisiologicas e metabdlicas naturais que podem levar a pessoa idosa a um
estado de doenca, fator que pode contribuir com 0 aumento do risco de mortalidade
dessa populacdo!. Dentre essas alteracdes, sdo destacadas: a diminuicdo das
capacidades funcionais dos érgaos e tecidos; alteracdes nas funcdes metabdlicas;
diminuicdo da massa éssea; sarcopenia e a diminuicao/redistribuicdo da gordura
corporal®3. Essas alteracGes levam o idoso a um estado de inatividade fisica e,
consequentemente, ao aumento do risco de acometimento por doencas
cardiometabdlicas, principalmente o diabetes*®.

O diabetes mellitus (DM) é um conjunto de distarbios (metabdlicos, crénicos e
enddcrinos) resultantes da ndo producao de insulina e também do defeito na acdo da
insulina produzida’. Devido a sua fisiopatologia, o DM induz o corpo humano a uma
série de complexas modificagbes metabdlicas, vasculares e neuropaticas, e a
associacao desses trés fatores comprometem a funcao vascular levando o individuo
a sofrer complicacBes cardiovasculares aumentando os indices de morbidade e
mortalidade da populacdo portadora do DM8.

O DM é um problema de saude mundialmente conhecido, estima-se que a
populacao de portadores do DM seja da ordem de 387 milhdes de pessoas, podendo
alcancar a casa dos 471 milhdes de diabéticos até o ano de 2030, este crescimento
é reflexo do envelhecimento populacional, bem como o aumento da prevaléncia de
obesidade e sedentarismo®. No Brasil, os resultados da pesquisa nacional de satde
evidenciaram a influéncia da idade sobre a prevaléncia do DM, sendo observado um
aumento significativo de 2,7% na faixa etaria dos 30 aos 59 anos para 17,4% para a
populacédo entre 60 e 69 anos, evidenciando a alta prevaléncia do DM nos idosos?*°.

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS), juntamente com a Associacao
Americana de Diabetes (ADA), classifica 0 DM em quatro formas distintas: DM do tipo
1 (DM1), DM do tipo 2 (DM2), outros tipos especificos de DM e o DM gestacional. O
DM1 é caracterizado pela ndo producdo de insulina decorrente da destruicdo das
células betapancreéaticas, responsaveis por sintetizar e secretar a insulina. E subdivido

nos tipos 1A e 1B'. O DM do tipo 1A também conhecido como autoimune, é



responsavel por 5 a 10% dos casos do DM1, é resultante da destruicdo das células
betapancreaticas, consequentemente a deficiéncia de insulina. O DM do tipo 1B
(Idiopatico) responsavel pela minoria dos casos de DM1, é caracterizada pela
auséncia de marcadores de autoimunidade e apresenta graus variados de deficiéncia
de insulina®l.

O segundo tipo, o DM2, é a forma mais comum da doenga, € responsavel por
90 a 95% dos casos, sendo caracterizado por defeitos na regulacdo da producéo de
glicose no figado e deficiéncias na acdo da insulina produzida, tendo como
consequéncia a menor captacao de glicose para dentro da célula, resultando em um
estado de hiperglicemia sistémicall. Esta condicdo esta diretamente associada a
predisposicdo genética, a inatividade fisica e aos maus habitos alimentares”12,

Quanto aos outros tipos especificos do DM, estes compreendem as formas
menos comuns da doenca, 0S quais 0s processos causadores sao bastante variados,
dentre eles: defeitos genéticos na funcdo das células beta pancreaticas, disfuncdes
na acdo da insulina, doencas do pancreas, endocrinopatias, infeccoes e podem até
serem induzidas por medicamentos ou agentes quimicos!!. Por fim o DM gestacional
é considerada toda e qualquer intolerancia a glicose durante o periodo de gestacdo
acometendo 1 a 14% de todas as gestacfes e esta associada com a resisténcia a
insulina e com a diminuicdo da funcdo das células beta, assemelhando-se com o
DM211’13.

No que concerne ao DM2, a principal maneira de reduzir as complicacfes
decorrentes desta patologia é feita através do controle da glicose circulante no
organismo. Este controle pode ser realizado de duas maneiras, a farmacoldgica, a
gual consiste no uso de farmacos antidiabéticos orais que tém como principal objetivo
a reducdo dos niveis glicémicos para 0s niveis normais (70 a 99mg/dl em jejum e
140mg/dl apés uma refeicdo)'4, e a ndo farmacolégica, compreendida por alteracdes
nos fatores comportamentais, tais quais a adequacao da dieta e a adocao de praticas
de exercicios fisicos regulares’: 1°.

Os efeitos favoraveis do exercicio para a saude e controle dos diabéticos tém
sido bem descrito na literatural®'’. A pratica de exercicio fisico regular promove
beneficios na composicéo corporal, como: reducdo da gordura corporal, da gordura
visceral e aumento da massa magra; aumento da forgca muscular bem como a melhoria

da qualidade do movimento. Esses fatores atuam diretamente no controle glicémico



dos portadores do DM2, reduzindo também os riscos e complica¢des provenientes da
doenca®®.

Além disto, evidéncias Cloostermans et al.1® e Kalyani et al.1%, demostraram que
0 exercicio fisico, além de atuar diretamente no controle glicémico, melhora também
a sensibilidade dos tecidos a insulina, auxilia na diminuicdo da insulina circulante,
altera as enzimas oxidativas, intensificando a acao dos transportadores de glicose
dependentes de insulina (GLUT4), promove um aumento da captacdo de glicose
sanguinea para os musculos através de mecanismos nao dependentes de insulina.

O exercicio fisico, ainda quando somado h4d uma dieta adequada e com 0 uso
de medicacéo, se torna a principal forma de tratamento e controle do DM22°. Embora
as evidéncias comprovam a eficacia do exercicio fisico no controle glicémico, perfil
lipidico no sangue, reducdo de gordura corporal e aumento da musculatura
esquelética para os portadores do DM22122| ainda néo esta bem descrito na literatura
sobre qual tipo de intervengéo é mais eficaz para o tratamento do DM2.

Quanto aos tipos de exercicios fisicos utilizados para tratar a DM2, o exercicio
cardiovascular apresenta-se como 0 mais estudado na literatura cientifica. Exercicios
como caminhadas, ciclismo, natacdo, dentre outros, por serem capazes de recrutar
grandes grupos musculares sdo os que vem recebendo mais atengdo na literatura®s.
Jé o exercicio neuromuscular (resistido), usa de forca muscular para vencer uma forca
de resisténcia imposta. S&o realizados por meio de maquinas, pesos livres (halteres)
e podem ser realizados com o peso corporal trabalhando pequenos e grandes grupos
musculares. Existem evidéncias que apoiam a adocdo da pratica desse tipo de
exercicio, como também as diretrizes publicadas para os portadores do DM2
recomendam ndo sO o0 exercicio cardiovascular mas como também o exercicio
neuromuscular?42s,

Foi descrito anteriormente que ambos os tipos de exercicios exercem papel
fundamental no tratamento e controle do DM2, e a literatura sugere que as respostas
fisiol6gicas agudas e crénicas podem ser observadas em ambos os tipos de exercicios
fisicos?!. Entretanto, os efeitos agudos promovidos pelo exercicio cardiovascular
podem variar de acordo com o volume e intensidade, visto que alguns estudos?226
afirmam que ap0s uma unica sesséao de exercicio aerobico moderado ha um aumento
da acdo da insulina durante as 24h posteriores ao exercicio em portadores do DM2.

Por outro lado, as respostas agudas promovidas pelo exercicio neuromuscular

em idosos portadores do DM2, ainda n&o se encontra bem descrita na literatura. Black,



Swan e Alvar?’, demonstraram que apenas o exercicio neuromuscular, realizado de
forma vigorosa, ou seja, a 85 a 90% de uma repeticdo maxima (1RM), quando
comparado ao exercicio de intensidade moderada, melhora significativamente a
sensibilidade a insulina durante as 24h ap0s a sessao de treino em portadores do
DM2, levando em consideragédo que essa pesquisa foi realizada com adultos jovens
com idades entre 18 aos 45 anos, ndo é possivel generalizar tais achados para a
populacao idosa, sendo assim € sugerido que novas pesquisas sejam realizadas ja
gue a maioria das evidéncias publicadas atualmente utilizam em suas metodologias
0s exercicios combinados.

O exercicio fisico realizado a longo prazo (cronico), exerce importante papel no
controle e na prevencédo das complicacdes decorrentes do DM2. Apds um programa
de intervencéo fisica, realizado durante 12 semanas de exercicios combinados, foi
observada uma reducéo da gordura corporal, aumento da massa muscular, reducao
das taxas glicémicas consequentemente a melhor atenuacdo das complicacdes
provenientes do DM2229, E sabido que ambos os tipos de exercicios fisicos s&o
importantes para a prevencéo e controle do DM2, sendo assim Xu et al.2%, propdem
uma possivel nova forma de se entender as mudancas fisiolégicas provenientes do
exercicio através dos MicroRNAs circulantes.

Os MicroRNAs, também chamados de miRs, pertencem a uma classe de
pequenos RNAs, possuem 18 a 23 nucleotideos em sua cadeia de filamento Unico e
ndo sdo codificadores de proteina3l. Os miRs estdo envolvidos na regulacdo da
expressao génica em nivel pds-transcricional ao fazer ligagao na regido 3’ ou 5’ ndo
traduzidas (UTR) de RNAs mensageiros (mMRNAs), podendo causar a inibicdo da
traducdo da proteina ou até mesmo causar a degradacdo do mRNA32:33,

Na espécie humana, os miRs regulam aproximadamente 50% dos genes
codificantes de proteinas343%. Desde sua descoberta sdo catalogados hoje 28645
entradas representando precursores de mIRNAs, expressando 35828 miRNAs
maduros em 223 espécies (http://www.mirbase.org, acessado dia 05/01/2017)36.

Os miRNAs podem ser encontrados na circulagédo, em fluidos corporais como:
sangue, soro e plasma sanguineo, urina, dentre outros fluidos, esses sao classificados
de miRNAs circulantes (c-miRNAs)®’. Os c-miRNAs estdo associados com as
microvesiculas (exossomas), e com as lipoproteinas de alta densidade (HDL), essas
ligagcbes tornam os mMIiRNAs estaveis e resistentes as atividades das RNAses

endogenas e também a ciclos repetitivos de congelamento e descongelamento



tornando-se importantes mecanismos para estudos®. E devido a essa caracteristica
essencial que o0os miIRNAs podem ser potencialmente classificados como
biomarcadores na saude e na doenca®.

Um dos primeiros estudos associar os c-miRNAs a doencas foi realizado por
Kosaka, Iguchi e Ochiya®®, na ocasido foi evidenciado que o miR-21 e o miR-141,
estdo relacionados respectivamente com o linfoma de grandes células B e com o
cancer de prostata, sendo assim esses dois miRs podem ser classificados como
tumor-especifico e sédo potencialmente biomarcadores no diagnéstico e prognostico
para esses tipos de cancer. Posteriormente estudos vém relacionando os miRs com
outras doencas, inclusive 0 DM241-43,

Evidéncias apontam uma possivel associacdo dos miRs-126, 146a e 155 com
o DM2. O miR-126 est& presente de forma abundante nas células endoteliais, e exerce
papel importante para a integridade vascular, angiogénese e reparacao de feridas*+.
E sugerido por Zhang et al.*>, uma relacdo do miR-126 com as altas taxas glicémicas
provenientes do DM2, associando a alta concentracdo de glicose no sangue com a
diminuicdo das concentracfes do miR-126. Para os miRs 146a e 155 estudos
demonstram uma relacdo com o estado inflamatério decorrente do DM246-48 sendo
assim os miRs supracitados podem ser considerados como potenciais biomarcadores
para o DM2 e foram adotados como objeto de estudo para a presente pesquisa.

Para o presente estudo foi adotada a justificativa de que a compreenséo de
como intervencdes ndo-farmacoldgicas, especificamente o exercicio fisico, modulam
a expressédo dos c-miRNAs contribui para o entendimento das diferentes formas de
adaptacdes do organismo diabético ao exercicio, com a hipotese inicial de que o
exercicio fisico de ambos os tipos (cardiovascular e neuromuscular), promovem
respostas agudas sobre as concentracdes séricas dos miRs 126, 146a e 155 em

idosos portadores do DM2.



2 OBJETIVO

Analisar o efeito agudo de dois tipos de intervencdes (cardiovascular e
neuromuscular) sobre as concentracdes séricas dos miRs 126, 146a e 155 em idosos

portadores do Diabetes Mellitus Tipo 2.



3 MATERIAL E METODOS

O presente estudo, teve delineamento quasi-experimental de corte transversal,
visto que a amostra foi submetida a dois tipos de intervencgdes fisicas experimentais

(neuromuscular e cardiovascular), que serdo descritas posteriormente.

3.1 Amostra e Critérios de Inclusao/Exclusao

Participaram do estudo 23 idosos, de ambos os sexos e sedentarios, sendo, 13
portadores do DM2 (7 do sexo feminino e 6 do sexo masculino), controlados e 10 nao
diabéticos (7 do sexo feminino e 3 do sexo masculino), denominados Grupo 1 e 2,
respectivamente. Todos o0s participantes eram acompanhados regularmente em nivel
de atencdo basica pelo sistema municipal de saude do municipio de Cedro de S&o
Joao (SE), sendo esclarecidos sobre os objetivos da pesquisa com assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Os critérios de inclusao consistiram em ter idade igual ou superior a 60 anos e
nao apresentar dificuldade de locomocdo que possam comprometer a realizacdo das
intervencdes. Foram excluidos o0s voluntarios que apresentassem DM2
descompensada a avaliacdo inicial. O estudo faz parte do projeto “Caracteristicas
sociodemogréficas, composicdo corpoal e estilo de vida em idosos participantes de
Grupos de Convivéncia”, aprovado e atualizado sob parecer de numero CAAE:
0213.0.107.000-11.

3.2  Caracteristicas antropométricas

Foram determinados o indice Massa Corporal (IMC; kg/m?), Circunferéncia de
Cintura (CC; cm) e Circunferéncia de Quadril (CQ; cm) para caracterizagcdo
antropomeétrica da amostra, respeitando as padronizacbes recomendadas pela

Organizacdo Mundial da Satde*°.



3.3 Delineamento Experimental

O experimento teve a duracdo de duas semanas. Na primeira, ocorreu a
afericdo da frequéncia cardiaca de repouso (FCrep), com o objetivo de estimar a zona
de intensidade do esforgco e a familiarizacdo das intervencdes. Na mesma semana,
com intervalo de 72 horas, ocorreu a intervencdo 1 (circuito neuromuscular)
juntamente com as coletas sanguineas pré e pés-procedimento. Na segunda semana,
com um intervalo de sete dias da realizacdo da intervencdo 1, foi realizada a
intervencdo 2 (caminhada orientada), seguida por novas coletas sanguineas pré e

pés-intervencao (Figura 1).

[ Semana 1 ]

)

Afericdo da
FCrep +
Familiarizacao
da l1
| 72 Horas Jl- 1 »| 1° Coleta Pré
[ Intervengéo 1 ’ ) ’
Neuromuscular - )
J’ » 1° Coleta Pos
[ Semana 2 ]
7 Dias |+ ( )
| »| 2° Coleta Pré
[ Intervencéo 2 ]_ ) ’
Cardiovascular % )
» 2° Coleta Pos

Figura 1: Delineamento experimental do estudo. FCrep — Frequéncia Cardiaca de

Repouso; I1 — Intervencéo 1; Pré — Pré-Intervencao; Pés — Pés-Intervencéao.

O controle da intensidade foi feito com o equipamento Polar Team® com

software do mesmo fabricante e um dispositivo tablet especifico ao propdsito. Foi



adotada a faixa de intensidade entre 60 a 70% da FC de reserva (FCreserva),
determinada pela equagédo FCreserva = FCmax - FCrep, onde a FC maxima (FCmax)
foi estimada pela equagdo de Karvonen (FCmax=220-ldade)®°, enquanto a FC de
repouso (FCrep) foi aferida apos cinco minutos de total repouso em posi¢ao supinada

em ambiente arejado a temperatura ambiente.

3.4  Aquecimento e Volta a Calma

O aquecimento teve a duracéo de cinco minutos, e foi composto por exercicios
de mobilidade articular, englobando as articulacdes dos ombros, quadril e joelhos
necessarias para a realizacé@o das intervengfes, com 15 repeticdes por articulagdo. A
volta a calma teve a duragdo de cinco minutos consistiu em exercicios respiratérios e

de alongamento.

3.5  Circuito Neuromuscular (Intervencéo 1)

O circuito neuromuscular foi composto por oito esta¢cfes, contendo exercicios
de base fixa e alternados por seguimentos. A presente intervencdo possuiu duracéo
média de 40 minutos, distribuidos em trés etapas principais, sendo elas: (1) cinco
minutos de aquecimento; (2) 30 minutos do circuito e (3) cinco minutos de volta a
calma. A coleta sanguinea foi realizada imediatamente ap0s ao término das atividades
de volta a calma.

O circuito foi realizado em trés passagens, com 40 segundos de realizagcdo em
cada estacao, 20 segundos de descanso entre cada esta¢cdo e um minuto de descanso
por passagem®!. Durante cada descanso, foi colocado um posto para a hidratacdo dos
participantes, totalizando aproximadamente 30 minutos de exercicio propriamente
dito. A FC foi monitorada continuamente durante toda a intervencdo. E importante
ressaltar que foi mantido um profissional treinado em cada estacao a fim de garantir a
seguranca dos voluntarios.

Os exercicios adotados para cada estacdo foram: “remada”, realizada com
Theraband, (Carci, S&o Paulo, Brasil), tensdo extra forte, presas a um estrutura fixa,

o voluntario realizava o movimento de remada em pé. “Sentar e Levantar de uma
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cadeira” adaptado por Rikli e Jones®?, consistiu em movimentos repetitivos de sentar
e levantar simulando um movimento de agachamento. “Supino vertical”, realizada com
Theraband, (mesmas especificacbes adotadas na estacdo remada). “Agachamento
terra” (exercicio em que ha predominancia de movimentos de quadril), foi realizado
com o um Kkettlebell de 10kg para ambos os sexos. “Rosca biceps”, realizada com
halteres (Polimet, Curitiba, Brasil) 3kg para homens e 2kg para mulheres®.
“‘Agachamento com Gym Ball, (Mercur, Santa Cruz do Sul, Brasil)” movimentos de
agachamento com o auxilio da Gym Ball. “Triceps com halteres” (adotados a mesma
carga e especificacbes que na estacdo da “rosca biceps”). “Agachamento livre”
(exercicio em que ha predominéancia de movimentos de joelho realizados apoiados
em um bastdo). A ordem do circuito € a mesma que 0s exercicios foram apresentados
respeitando a configuracdo de alternado por segmento e priorizando os grandes

grupos musculares (Figura 2).

Remada

M| (Eisstico)

| Agachamento | | Sentare
Levantar

| (Elastico)

Agachamento -
na Medicine

Agachamento

Figura 2: Representacao esquematica do Circuito Neuromuscular.

3.6 Caminhada orientada (Intervengéao 2)
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A segunda intervencéo teve a duracdo de 50 minutos, distribuidos em cinco
minutos de aguecimento, 40 minutos de caminhada orientada e cinco minutos de volta
a calma. A coleta sanguinea foi realizada apés ao término das atividades de volta a
calma e a caminhada orientada teve a duracdo de 40 minutos com zona de
intensidade de 60% a 70% da FCreserva calculada previamente®3. Para a seguranca
e hidratacdo dos voluntarios foram adotados o mesmo protocolo proposto na

intervencao 1.

3.7  Procedimento de coleta do sangue

A coleta foi realizada por pun¢do venosa, utilizando-se os sistemas a vacuo
com tubos contendo substancia anticoagulante (EDTA). Foram coletados 5 ml de
sangue total, imediatamente distribuidos em aliquotas menores (1 ml), e estocadas a
-20°C até o momento das analises moleculares. Todas as punc¢des foram realizadas
por um profissional da &rea da Enfermagem, habilitado e com vasta experiéncia na

realizacdo de tais coletas.

3.8 Extracdo de RNA total

Através das aliquotas de sangue previamente armazenadas, foi realizado o
processo de purificacdo do RNA total. Foram feitas através do kit comercial mirVANA
PARIS fabricado pela Life Technologies seguindo o protocolo do fabricante, com
modifica¢des, a partir de 0,7 ml de sangue total lentamente descongelado em banho
de gelo. Apés a extracao foi realizada a determinacao da quantificacao e da qualidade
das amostras extraidas usando o equipamento NanoDrop Lite Spectrophotometer
(Thermo Scientific™). As amostras de RNA total foram armazenadas a -20°C para

posteriores analises.

3.9 Eficiéncia de Amplificacdo
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Primeiramente, foram realizadas diluicbes seriadas de 1:10 com trés amostras
de diferentes concentracées, uma de menor concentracao (35,4 ng/ul), uma de
concentracdo média (56,6 ng/ul) e uma mais concentrada (97 ng/ul), com o objetivo
de encontrar a concentracdo em que a reacao de qPCR melhor funcione. Apos estes
procedimentos, identificou-se melhor eficiéncia na concentracdo de 103, a qual foi
adotada para os trés miRNAs (126, 146a e 155).

3.10 Andlise por gPCR

A preparacdo de cDNA de miRs foi realizada usando o sistema TagMan
microRNA Reverse Transcription (RT) kit (Life Technologies, Foster City, CA, EUA)
seguindo o protocolo do fabricante. Para quantificacdo dos miRs sob investigacao
(miR-126, -146a e -155) por gPCR, foram usadas sondas do sistema TagMan (Quadro
1), com o reagente Universal PCR Master Mix (Life Technologies), seguindo o
protocolo do fabricante em sistema Eco™ Real-Time PCR System, versdo 4.0
(llumina® San Diego, CA, USA), com condicGes de denaturacdo a 50°C por dois
minutos e 95°C por dez minutos seguido por ciclagem a 95°C por 15 segundos e 60°C
por um minuto por 45 ciclos. Foi adotado como referéncia (controle endégeno) o
RNU43, e as determinacdes foram realizadas por quantificacao relativa pelo método
2-2Ct descrito por Zhang et al.*>. Todas as reacgdes foram realizadas em duplicata,
determinando-se o valor médio do limiar de amplificacdo (CT) de cada amostra, com
as amplificacdes de miRs e enddgeno de cada amostra agrupada em uma mesma

placa para evitar erros decorrentes de variacdo entre placas.

Quadro 1: Identificagéo dos ensaios e das sondas para cada miRNA

Sonda Ensaio Identificac&o
miR-126 Hs00508911 CE rs746772073
miR-146a Hs00506373_CE rs190441722

miR-155 Hs00503923_CE rs747639762
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3.11 Tratamento estatistico

A andlise estatistica foi composta por valores médios, desvio padrdo, intervalo
de confianca e frequéncias para os indices antropométricos e a caracterizacado do
risco cardiovascular da amostra. Foram realizados o teste de Shapiro-Wilk e o teste
de Levene para a determinagdo da distribuicdo normal e da homogeneidade dos
dados, respectivamente.

Foi realizado o teste de analise de variancia multivariada (MANOVA) para
comparacao dos valores basais, e a andlise de covariancia (ANCOVA) para as
comparacdes da magnitude de efeito sobre os niveis dos miRs entre a condi¢ao clinica
do paciente, foi realizado a diferengca entre momentos comparando os deltas (valor no
momento pos subtraidos pelo valor no momento pré) entre diabéticos e nao-
diabéticos, usando como co-variavel o valores basais de cada miR, e teste de post
hoc de bonferroni para ambas as analises.

Todos os testes foram realizados pelo software Statistical Package for the
Social Sciences SPSS, Versédo 22, para todas as andlises foram adotados o nivel de
significancia de p<0,05. O poder estatistico do estudo é 0,65 considerado moderado

e foi calculado pelo software GPower verséo 3.1.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serd apresentado o manuscrito submetido a aprovacao da
revista Journal of Diabetes and Its Complications com fator de impacto 2,955 e qualis

A2 para a area da Educacéao Fisica, que esta sob avaliacdo (Anexo A).

ARTIGO

O EXERCICIO FiSICO NEUROMUSCULAR AGUDO PROMOVE RESPOSTAS
NOS NIVEIS CIRCULANTES DO miR-146a EM IDOSOS COM DIABETES DO
TIPO 2

Introducao

O processo de envelhecimento induz a uma série de modificacbes morfolégicas
e fisiolégicas no corpo humano, tais como diminui¢céo das capacidades funcionais dos
orgdos e tecidos, perda da massa muscular e alteracdbes nas capacidades
metabdlicas?. Devido a essas modificacées, o risco das doencas cardiometabdlicas
(DCM) eleva-se®, com um maior nivel de sedentarismo determinando maior massa
corporal e, consequentemente, um aumento significativo da incidéncia de DCM,
principalmente o diabetes®.

O diabetes mellitus (DM) € uma doenca metabdlica crbnica e esta diretamente
associada com a falta de producao e também na deficiéncia de insulina produzida pelo
corpo humano. O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) decorre diretamente de um estado de
resisténcia insulinica onde ha menor captacao de glicose pelas células em mecanismo
mediado por insulina, resultando em uma hiperglicemia sistémica. Esta condicéo esta
diretamente associada a predisposi¢cdo genética, a inatividade fisica e aos maus
habitos alimentares” 12,

A principal forma de tratamento consiste em mudancgas de habitos de vida, com
adequacdo da dieta e pratica de exercicios fisicos regulares. Dentre as formas
farmacoldgicas, farmacos antidiabéticos orais normalmente constituem a terapéutica

inicial para reducdo dos niveis glicémicos para niveis normais*4.
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H4& evidéncias robustas na literatura”!®, sobre como o exercicio fisico auxilia no
controle glicémico, atuando na melhora a sensibilidade dos tecidos a insulina, na
diminuicao dos niveis de insulina circulante e na reducao do peso corporal. O aumento
da captacdo da glicose sanguinea para os musculos também pode-se dar por
mecanismos nao dependentes de insulina, ou intensificacdo da acdo dos
transportadores de glicose (GLUT4).

A literatura mostra que ambos os tipos de exercicios fisicos (cardiorrespiratorio
e neuromuscular) exercem efeitos positivos na prevenc¢ao assim como no controle do
DM254, com efeitos fisiol6gicos agudos e cronicos podendo ser observados a partir de
ambos os tipos de exercicios?!. A literatura vem sugerindo uma nova maneira de
compreender a doenca e as respostas decorrentes do exercicio fisico por meio dos
MicroRNAs circulantes®°.

MicroRNAs (ou miRs) sdo pequenos RNAs ndo codificantes de proteinas e
possuem de 18 a 23 nucleotideos em sua cadeia de um Unico filamento3!, e que
exercem regulacao da expressao génica em nivel pés-transcricional ao fazer ligacéo
nas regides 3’ ou 5’ nao traduzidas de RNAs mensageiros (mMRNAs) alvos. Podem
assim causar a inibicdo da traducdo da proteina ou até mesmo a degradacdo do
MRNA32:33,

Apesar de produzidos no nucleo celular, miRs podem estar livres na circulagéo,
podendo ser encontrados no sangue, no soro sanguineo e em outros fluidos corporais,
sendo denominados de miRNAs circulantes (c-miRNAs)3”. Os c-miRNAs sdo estaveis
devido a sua associagcdo com as microvesiculas (exossomas), e também as
lipoproteinas de alta densidade (HDL)38. Essas associacdes tornam os miRNAs
resistentes as atividades das RNAses enddgenas e também a ciclos repetitivos de
congelamento e descongelamento, tornando-se importantes mecanismos para
estudos. E devido a essa estabilidade e resisténcia que miRNAs podem ser potenciais
biomarcadores para condigdes de satide ou de doenca®.

Estudos recentes vém sugerindo a associacao desses miRNAs com diversas
doencas, inclusive o DM24%42, A literatura vem mostrando uma relacéo inversamente
proporcional da taxa de glicemia com a concentracdo do miR-126 no sangue, quanto
maior a taxa glicémica menor sera a concentracdo desse miR no sangue*34°. Achados
recentes mostram que concentragcdes reduzidas do miR-146a e miR-155 acarreta em

um estado pré-inflamatério decorrente do DM246-48, Sendo assim ambos os trés miRs
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supracitados tem uma possivel relacdo com o DM2, por esses motivos no presente
estudo foram adotados esses trés miRs.

Sendo assim, 0 objetivo do presente estudo consistiu em analisar o efeito
agudo de dois tipos de intervencdes (cardiovascular e neuromuscular) sobre as
concentragdes circulantes totais dos miRs 126, 146a e 155 em idosos portadores do
Diabetes Mellitus Tipo 2. O presente estudo se justificativa pelo fato de que, enquanto
potenciais biomarcadores para DM2, a compreenséao sobre como intervencdes fisicas
modulam a expressdo destas moléculas sistemicamente pode contribuir para o
entendimento das diferentes formas de adaptacdes do organismo diabético ao

exercicio.

METODOS

O presente estudo, teve delineamento quasi-experimental de corte transversal,
visto que a amostra foi submetida a dois tipos de intervencdes fisicas experimentais

(neuromuscular e cardiovascular), que serdo descritas posteriormente.

Amostra

Participaram do estudo 23 idosos, de ambos os sexos e sedentarios, sendo, 13
portadores do DM2 (7 do sexo feminino e 6 do sexo masculino), controlados e 10 ndo
diabéticos (7 do sexo feminino e 3 do sexo masculino), denominados Grupo 1 e 2,
respectivamente. Todos os participantes eram acompanhados regularmente em nivel
de atencao basica pelo sistema municipal de salde de Cedro de Séo Jodo (SE), sendo
esclarecidos sobre os objetivos da pesquisa com assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Os critérios de incluséo consistiram em ter idade igual ou superior a 60 anos e
nao apresentar dificuldade de locomogéo que possam comprometer a realizacdo das
intervencdes. Foram excluidos os voluntarios que apresentassem DM2
descompensada a avaliacéo inicial. O estudo faz parte do projeto “Caracteristicas
sociodemogréficas, composi¢do corpoal e estilo de vida em idosos participantes de
Grupos de Convivéncia”, aprovado e atualizado sob parecer de numero CAAE:
0213.0.107.000-11.
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Caracteristicas antropométricas

Foram determinados o indice Massa Corporal (IMC; kg/m?), Circunferéncia de
Cintura (CC; cm) e Circunferéncia de Quadril (CQ; cm) para caracterizacéo
antropomeétrica da amostra, respeitando as padronizacbes recomendadas pela

Organizacdo Mundial da Salde*°.

Delineamento Experimental

O experimento teve a duracdo de duas semanas. Na primeira, ocorreu a
afericdo da frequéncia cardiaca de repouso (FCrep), com o objetivo de estimar a zona
de intensidade do esfor¢co e a familiarizacdo das intervencdes. Na mesma semana,
com intervalo de 72 horas, ocorreu a intervencdo 1 (circuito neuromuscular)
juntamente com as coletas sanguineas pré- e pos-procedimento. Na segunda
semana, com um intervalo de sete dias da realizacao da intervencéo 1, foi realizada a
intervencdo 2 (caminhada orientada), seguida por novas coletas sanguineas pré e
pés- intervencao (Figura 1).

O controle da intensidade foi feito com o equipamento Polar Team® com
software do mesmo fabricante e um dispositivo tablet especifico ao propdsito. Foi
adotada a faixa de intensidade entre 60% a 70% da frequéncia cardiaca de reserva
(FCreserva), determinada pela equacdo FCreserva = FCméax - FCrep, onde a FC
maxima (FCmax) foi estimada pela equacdo de Karvonen (FCmax=220-ldade)°,
engquanto a FC de repouso (FCrep) foi aferida apds cinco minutos de total repouso em

posicéo supinada em ambiente arejado a temperatura ambiente.

Aquecimento e Volta a Calma

O aquecimento teve a duracao de cinco minutos, e foi composto por exercicios
de mobilidade articular, englobando as articulagdes dos ombros, quadril e joelhos
necessarias para a realizacéo das intervencgdes, com 15 repeti¢cdes por articulacdo. A
volta & calma teve a duragdo de cinco minutos consistiu em exercicios respiratorios e

de alongamento.
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Circuito Neuromuscular (Intervencéo 1)

O circuito neuromuscular foi composto por oito estacfes com exercicios de
base fixa com o formato alternado por seguimento, tendo duragdo de 40 minutos
distribuidos em cinco minutos de aquecimento, 30 minutos do circuito e cinco minutos
de volta a calma, sendo que a coleta sanguinea foi realizada apds o término das
atividades de volta a calma.

O circuito foi realizado em trés passagens com 40 segundos de realizacdo em
cada estacédo, 20 segundos de descanso por estacdo e um minuto de descanso por
passagem®!. Durante cada descanso, foi colocado um posto para a hidratagdo dos
participantes, totalizando aproximadamente 30 minutos do circuito. A frequéncia
cardiaca foi monitorada continuamente durante a execucéo do circuito, foi mantido um
profissional treinado a cada estacdo para garantir a seguranc¢a dos voluntarios.

Os exercicios adotados para cada estacdo foram: “remada”, realizada com
Theraband, (Carci, S&o Paulo, Brasil), tensdo extra forte, presas a um estrutura fixa,
“sentar e levantar de uma cadeira” adaptado por Rikli e Jones®?, “supino vertical”,
realizada com Theraband, (mesmas especificacbes adotadas na estacdo remada),
“agachamento terra” (exercicio em gque ha predominancia de movimentos de quadril),
‘rosca biceps”, realizada com halteres (Polimet, Curitiba, Brasil) 3kg para homens e
2kg para mulheres®?, “agachamento com Gym Ball, (Mercur, Santa Cruz do Sul,
Brasil)”, “triceps com halteres” (adotados a mesma carga e especificacdes que na
estacdo da “rosca biceps”), “agachamento livre” (exercicio em que ha predominancia
de movimentos de joelho realizados apoiados em um bastédo). A ordem do circuito é a
mesma que o0s exercicios foram apresentados respeitando a configuracdo de

alternado por segmento e priorizando os grandes grupos musculares (Figura 2).

Caminhada orientada (Intervencéao 2)

A segunda intervencdo (caminhada orientada) teve a duragao de 50 minutos,
distribuidos em cinco minutos de aquecimento, 40 minutos de caminhada orientada e
cinco minutos de volta a calma. A coleta sanguinea foi realizada apos o término das

atividades de volta a calma e a caminhada orientada teve a duragcéo de 40 minutos



19

com zona de intensidade de 60% a 70% da FCreserva calculada previamente®3. Para
a seguranca e hidratacdo dos voluntarios foram adotados o mesmo protocolo proposto

na intervencao 1.

Procedimento de coleta do sangue

A coleta foi realizada por pungédo venosa, utilizando-se os sistemas a vacuo
com tubos contendo substancia anticoagulante (EDTA). Foram coletados 5 ml de
sangue total, imediatamente distribuidos em aliquotas menores (1 ml), e estocadas a
-20°C até o momento das analises moleculares. Todas as punc¢des foram realizadas
por um profissional da area da Enfermagem, habilitado e com vasta experiéncia na

realizacdo de tais coletas.

Extracdo de RNA total

Através das aliquotas de sangue armazenadas, foi realizado o processo de
purificacdo do RNA total. Foram feitas através do kit comercial mirVANA PARIS
fabricado pela Life Technologies seguindo o protocolo do fabricante, com
modifica¢des, a partir de 0,7 ml de sangue total lentamente descongelado em banho
de gelo. Apés a extracao foi realizada a determinagéo da quantificacéo e da qualidade
das amostras extraidas usando o equipamento NanoDrop Lite Spectrophotometer
(Thermo Scientific™). As amostras de RNA total foram armazenadas a -20°C para

posteriores analises.

Eficiéncia de Amplificacéo

Primeiramente, foram realizadas diluicdes seriadas de 1:10 com trés amostras
de diferentes concentracées, uma de menor concentracdo (35,4 ng/ul), uma de
concentracdo media (56,6 ng/ul) e uma mais concentrada (97 ng/ul), com o objetivo
de encontrar a concentracdo em que a reacao de qPCR melhor funcione. Apds estes
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procedimentos, identificou-se melhor eficiéncia na concentracdo de 103, a qual foi
adotada para os trés miRNAs (126, 146a e 155).

Andlise por gPCR

A preparacdo de cDNA de miRs foi realizada usando o sistema TagMan
microRNA Reverse Transcription (RT) kit (Life Technologies, Foster City, CA, EUA)
seguindo o protocolo do fabricante. Para quantificacdo dos miRs sob investigacao
(miR-126, -146a e -155) por gPCR, foram usadas sondas do sistema TagMan (Quadro
1) com o reagente Universal PCR Master Mix (Life Technologies), seguindo o
protocolo do fabricante em sistema Eco™ Real-Time PCR System, verséo 4.0
(Ilumina® San Diego, CA, USA), com condicées de denaturacdo a 50°C por dois
minutos e 95°C por dez minutos seguido por ciclagem a 95°C por 15 segundos e 60°C
por um minuto por 45 ciclos. Foi adotado como referéncia (controle endégeno) o
RNUA43, e as determinacdes foram realizadas por quantificacéo relativa pelo método
2°ACt descrito por Zhang et al.*®. Todas as reacdes foram realizadas em duplicata,
determinando-se o valor médio do limiar de amplificacdo (CT) de cada amostra, com
as amplificacdes de miRs e enddégeno de cada amostra agrupada em uma mesma

placa para evitar erros decorrentes de variagéo entre placas.

Tratamento estatistico

A andlise estatistica foi composta por valores médios, desvio padréo, intervalo
de confianca e frequéncias para os indices antropométricos e a caracterizacao do
risco cardiovascular da amostra. Foram realizados o teste de Shapiro-Wilk e o teste
de Levene para a determinacdo da distribuicdo normal e da homogeneidade dos
dados, respectivamente.

Foi realizado o teste de andlise de variancia multivariada (MANOVA) para
comparacdo dos valores basais e a analise de covariancia (ANCOVA) para as
comparacdes da magnitude de efeito sobre os niveis dos miRs entre a condig&o clinica
do paciente, foi realizado a diferenca entre momentos comparando os deltas (valor no

momento pos subtraidos pelo valor no momento pré) entre diabéticos e nao-
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diabéticos, usando como co-variavel os valores basais de cada miR, e teste de post
hoc de bonferroni para ambas as analises.

Todos os testes foram realizados pelo software IBM SPSS Statistics Versao 22,
para todas as andlises foram adotados o nivel de significancia de p<0,05. O poder
estatistico do estudo é 0,65 considerado moderado e foi calculado pelo software

GPower versao 3.1.

RESULTADOS

Para a Intervencdo | (Neuromuscular), participaram todos os 23 idosos
supracitados, enquanto para a Intervencao Il (Cardiovascular), houve uma perda
amostral por motivos de saude, de 3 participantes (2 portadores do DM2, ambos os
sexos, e 1 assintomético, do sexo feminino). As caracteristicas antropométricas

conforme grupos (diabéticos e nao diabéticos) estao descritos na Tabela 1.

Tabela 1: Caracteristicas antropométricas da amostra
Diabéticos N&ao Diabéticos

Caracteristica Média DP IC Média DP IC
|dade (Anos) 68,23 +5,31 65,02 - 71,43 67,45 +491 64,15-70,75

MC (kg) 69,19 +14,86 60,21- 78,17 67,45 +941 61,12-73,78
Estatura (m) 1,55 +0,07 1,51-1,60 1,56 + 0,09 150-1,62
IMC (kg/m?) 28,52 +5,88 24,96 - 32,08 2754 +292 25,58 -29,50

CC (cm) 99,77 +£10,38 93,49-106,05 95,36 +7,20 90,52 -100,20

CQ (cm) 101,92 +9,87 95,96 -107,88 100,18 +6,22 95,99 - 104,36

Legenda: MC - Massa corporal; IMC - indice massa corporal; CC - Circunferéncia
cintura; CQ - Circunferéncia de quadril.

As figuras 1A e 1B (Figura 3) apresentam as comparacdes dos valores basais
(momento pré) entre grupos. A figura 1A (Intervencdo 1) e 1B (Intervencdo 2)
apresentam as comparac¢des das quantidades relativas dos trés miRs entre 0s grupos,
nao havendo diferencas significativas em suas concentragdes circulantes totais

conforme condicao clinica vigente ou protocolo de treinamento a ser implementado.
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Figura 3. Comparacdes dos valores basais entre os grupos: Intervencao 1(1A) e
Intervencéo 2(1B), apresentados com o erro padréo (EP).

As figuras 2A e 2B (Figura 4) apresentam as compara¢fes da magnitude do
efeito frente as duas intervengbes entre 0s grupos. A co-variavel esta
significativamente relacionada com a magnitude do efeito do miR-146a frente a
intervencdo neuromuscular F (1, 23) = 166,31; p<0,001. Também houve um

significativo efeito nos niveis circulantes do miR-146a em face de o paciente ser ou
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nao diabético com elevacdes substancialmente maiores que os incrementos exibidos

pelo os ndo diabéticos, frente a intervencdo 1, verificando-se F (2, 23) = 54,33;

p<0,001. Nenhuma alteracéo péde ser observada nos niveis circulantes de quaisquer

dos trés miRs estudados frente a intervencéao 2.

2A
30— 0<0,341 (— ) Néo Diabético
@ Diabético
s 20 - p<0,001
K
& *
5
<
101 O I
3
<}
p<0,537
0 . o ==
miR126 miR146a miR155
2B p<0,117
2— |[p<0,286 — p<0.803
s 07 T
3 B
Q
[v4
Q
-2
* 1
3
<}
-4 () N4o Diabético
@ Diabético
-6
miR126 miR146a miR155

Figura 4: Comparacdes da magnitude do efeito (A=Pds-Pre) frente as intervencdes,
entre os grupos: Intervencdo 1(2A) e Intervencdo 2(2B), apresentados com o0 erro
padrdo (EP). *p<0,001 (miR-146a frente a intervengédo 1).
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DISCUSSAO

O principal resultado obtido com o presente estudo consistiu na alteragéo dos
niveis circulantes totais do miR-146a frente a intervencdo neuromuscular, com
alteracbes significativamente maiores em magnitude para os diabéticos quando
comparado com aquela observada em sujeitos assintomaticos. Em vista de que os
parametros clinicos e niveis do microRNAs investigados apresentavam-se
comparaveis entre pacientes diabéticos e nao-diabéticos no momento inicial
(baseline) e que as variacdes produzidas foram corrigidas para os valores basais de
cada miR, nossos resultados aparentam apontar para um fenbmeno consistente e
intervencgéo-especifico, por ndo se reproduzir frente a intervencdo cardiovascular ou
se estender para as demais formas de microRNAs investigadas.

Até o presente momento, 0os autores desconhecem outro trabalho que se
propds a analisar simultaneamente o efeito agudo de dois tipos de intervencdes
(cardiovascular e neuromuscular) sobre as concentracdes circulantes totais de
microRNAs em idosos portadores ou ndo de Diabetes Mellitus Tipo 2.

Os microRNAs sdo liberados na circulacdo durante a pratica de exercicio fisico,
e sao considerados mediadores dos processos adaptativos provenientes do esforco,
como: a hipertrofia muscular, durante a geracéo de forca contractil e decorrentes dos
processos inflamatérios®®. O entendimento de como o exercicio fisico promove
respostas fisioldgicas agudas na expressao dos miRNAs no organismo dos individuos
doentes, pode ajudar a desenvolver potenciais formas terapéuticas para conter os
agravos das doencas®.

Os mecanismos envolvidos na expressédo do miR-146a ainda ndo estdao bem
descritos na literatura, mas estudos apontam para concentracdes reduzidas desse
miR na circulagdo de individuos diabéticos*¢¢, em uma relagdo inversamente
proporcional com a glicemia sérica, com resisténcia a insulina e com citocinas
inflamatérias em portadores do DM2. Balasubramanyam et al.®, por exemplo,
descrevem que a expressdo do miR-146a em leucdcitos periféricos apresenta-se
negativamente associada a um estado de resisténcia a insulina. Neste sentido, o

significativo aumento das concentracbes do miR-146a frente a intervencéo
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neuromuscular podem figurar como aspecto fisioldégico sugestivo de regularizacao do
funcionamento do metabolismo glicémico do organismo?'2.17:18.20, 22,2329,

Foi sugerido ainda por Balasubramanyam et al.%%, que futuros estudos busquem
estratégias para aumentar a expressdo do miR-146a, enquanto mecanismo para
elevacdo da sensibilidade & insulina. Sendo assim, e com base nos achados aqui
evidenciados, fica sugerido uma possivel nova rota metabdlica promovida pela pratica
de exercicios fisicos para promover beneficios frente as complicacdes provenientes
do DM2. Ademais, Baldedn et al.*¢, sugerem que concentracdes reduzidas do miR-
146a se relacionam a um estado pro-inflamatorio associado a hiperglicemia do DM2.
Apesar de o presente estudo ndo explorar os perfis inflamatérios dos sujeitos,
podemos sugerir que o exercicio neuromuscular, quando realizado em forma de
circuito, seria capaz de reduzir as taxas inflamatorias dos portadores do DM2, em linha
com o significativo aumento das concentragdes do miR-146a observado nos grupos.

Em se tratando do exercicio cardiovascular, respostas agudas foram
observadas em alguns estudos. Wahl et al.>’, evidenciaram significativos aumentos
da concentracdo do miR-126 pds-exercicio com dois protocolos diferentes de
exercicio cardiovascular. Baggish et al.>®, relataram alteracées no miR-146a, apos a
realizacdo de exercicio cardiovascular realizado de forma prolongada. Tais resultados
qgquando comparado com os resultados aqui evidenciados podem justificar a nao
alteracdo das concentracfes desses dois miRs no presente estudo, visto que em
ambos os estudos os autores adotaram intensidades subméximas a maximas e com
duracdes maiores, sugerindo que a intensidade e duracao do protocolo de exercicio
cardiovascular aqui proposto, talvez nao foi suficiente para promover respostas
agudas para esses dois miRs.

Em contrapartida, no estudo realizado por Mooren et al.58, evidenciaram que
0 mMiR-155 nao sofreu alteracbes apds a realizacdo de um protocolo de exercicio
cardiovascular realizado em um cicloergdbmetro. Estes resultados corroboram os
achados aqui evidenciados, sugerindo que mais estudos sejam realizados para que
de fato possa ficar claro o papel do miR-155 no exercicio cardiovascular como forma
terapéutica para a doenca. Vale ressaltar que os estudos supracitados foram
realizados com adultos saudaveis, diferenciando do presente estudo. Ficando como
sugestdo mais pesquisas que adotem a pratica de exercicio fisico com idosos em

condi¢bes de doenca.
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E importante ressaltar as possiveis limitagdes do atual estudo. Em primeiro
lugar, € necessério reconhecer que a intervengdo se deu por curta duracdo e em
amostra limitada. Seria desejavel sua reproducédo em outros grupos populacionais e
por maior extensdo de tempo para se confirmar que os achados aqui encontrados séao
extensiveis e duradouros, nesta ordem. Assim, sugere-se que futuros estudos que
abordem essa temética busquem grupos diversificados assim como maiores duracdo
e tamanho amostral, se possivel. E seria prudente a observacédo continuada dos
grupos experimentais de controle (sem exercicio) para ser possivel excluir que
variagbes nos biomarcadores estudados sejam decorrentes de fatores alheios a
intervencao.

Também vale ressaltar que a adocao do sangue como tecido-modelo para
estudos que envolvam os c-miRNAs mostra-se de grande valia, visto que o sangue
ainda figura como principal material bioldgico para a mensuracdo de biomarcadores,
devido a sua praticidade de manuseio e ao baixo desconforto imposto aos voluntarios,
sugerindo que mais pesquisas usem de sangue total para quantificacdo de miRs
enguanto potenciais biomarcadores.

Fica aqui como sugestdo, a realizagcdo de novos estudos abordando essa
tematica, para que se possa ter um melhor entendimento do papel dos miRNAs como
possiveis marcadores biolégicos para o DM2, e também ter uma maior compreensao
de como respostas agudas/crénicas do exercicio fisico, pode exercer variacdes nas
concentracfes dessas moléculas no sangue, e assim se ter um melhor entendimento

dos beneficios do exercicio fisico nos diabéticos.



27

5 CONCLUSOES

A intervenc¢do neuromuscular, quando realizada em forma de circuito, altera os
niveis circulantes totais do miR-146a, com elevacdes significativamente maiores entre
diabéticos quando comparado com a variagdo observada em sujeitos controle.
Nenhuma alteracéo foi observada nos niveis circulantes dos miRs-126, -146a, -155
com a intervencao cardiovascular, que em condicdo de salde ou doenca.

Com os resultados do presente estudo € possivel adotar novas perspectivas
para a prescricao de exercicio fisico para idosos com o diabetes do tipo 2, visto que o
exercicio neuromuscular, quando realizado em forma de circuito, parece promover
respostas agudas mais satisfatorias para sujeitos idosos em condicdo de diabetes

mellitus tipo 2.
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