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RESUMO 

 

 

Introdução: O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é responsável por uma alteração no 

padrão inflamatório e de metilação de DNA no organismo em idosos, em 

contrapartida o treinamento resistido juntamente com o uso de metformina parece 

exercer um efeito positivo sobre essas alterações. Objetivo: Analisar o efeito agudo 

do treinamento resistido sobre o perfil inflamatório e sobre a metilação do DNA em 

pacientes idosos com DM2 usuários de metformina. Métodos: Foram estudados 23 

idosos de ambos sexos (68,2 ± 5,3 anos), sendo 13 com DM2 tratada com 

metformina (D) e 10 não diabéticos (ND). Os participantes foram submetidos a um 

protocolo de treinamento resistido em forma de circuito, com 8 exercícios, na 

configuração de alternado por segmento com 40 minutos de realização, 

apresentados em 3 series de 40” execução, com um intervalo de 20” de descanso 

por exercício. Resultados: Houve maior concentração sérica de IL-10 basal no 

grupo D em relação ao ND (p = 0,019). Um aumento em IL-6 ocorreu após a 

intervenção no grupo D (p = 0,035). Nenhum efeito foi observado sobre a metilação 

total do DNA (1,7 ± 0,8 vs 1,7 ± 1,1 para D e ND, respectivamente). Conclusão: O 

protocolo de exercício agudo aplicado modula a concentração circulante de IL-10 e 

IL-6 em idosos com DM2 em uso corrente de metformina e sem paralelo entre 

idosos não diabéticos, não tendo sido observadas alterações no padrão epigenético 

dos sujeitos. 

  

 

Palavras-chave: diabetes, exercício físico, interleucina-6, idosos, metilação de DNA.  
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ABSTRACT 

 

 

Introduction: Type 2 diabetes mellitus (DM2) is responsible for an alteration in the 

inflammatory pattern and DNA methylation in the body in the elderly, in contrast, 

resistance training together with the use of metformin seems to exert a positive effect 

on these alterations. Objective: This study aimed to analyze the effect of acute 

resistance training on the inflammatory profile and on DNA methylation in elderly 

patients with T2DM using metformin. Methods: For this purpose, 23 male and female 

older adults (68.2±5.3 yrs.), 13 with controlled T2DM+metformin (D) and 10 

nondiabetics (ND). Participants underwent a circuit-shaped resistance training 

protocol, with 8 exercises, in the alternating configuration per segment with 40 

minutes of performance, presented in 3 series of 40" execution, with a 20" rest 

interval per exercise. Results: The main results indicated a significant difference 

between groups for baseline IL-10, with a higher concentration in group D compared 

to ND (p=0.019). An increase in IL-6 concentration after intervention was observed in 

group D (p=0.035). No effect was observed in total DNA methylation (1.7±0.8 and 

1.7±1.1; for D and ND respectively). Conclusion: This acute exercise protocol 

applied modulate the IL-10 and IL-6 concentration in elderly with T2DM and 

metformin use, with no effect on non-diabetic elderly. No effects were observed in 

DNA methylation. 

 

Keywords: diabetes, physical exercise, Interleukin-6, elderly, DNA Methylation. 
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1 – INTRODUÇÃO 

 

 Atualmente a população de idosos vem crescendo rapidamente no mundo.  

Durante esse processo de envelhecimento o corpo humano passa por uma série de 

alterações, fisiológicas e metabólicas naturais que podem levar a pessoa idosa a um 

estado de doença, fator que pode contribuir com o aumento do risco de mortalidade 

dessa população (1). Dentre essas alterações, são destacadas: a diminuição das 

capacidades funcionais dos órgãos e tecidos; alterações nas funções metabólicas; 

diminuição da massa óssea; sarcopenia e a diminuição/redistribuição da gordura 

corporal (2, 3). Essas alterações levam o idoso a um estado de inatividade física e, 

consequentemente, ao aumento do risco de acometimento por doenças crônico 

degenerativas, principalmente o diabetes (4-6). 

 O diabetes mellitus (DM) é um conjunto de distúrbios metabólicos resultantes 

da não produção de insulina e do defeito na ação da insulina produzida (7). Devido a 

sua fisiopatologia, o DM induz o corpo humano a uma série de complexas 

modificações metabólicas, vasculares e neurológicas, e a associação desses três 

fatores comprometem a função vascular levando o indivíduo a sofrer complicações 

cardiovasculares aumentando os índices de morbidade e mortalidade da população 

portadora do DM (8). 

 O DM é um problema de saúde mundialmente conhecido, estima-se que a 

população de portadores do DM seja da ordem de 387 milhões de pessoas, 

podendo alcançar a casa dos 471 milhões de diabéticos até o ano de 2030, este 

crescimento é reflexo do envelhecimento populacional, bem como o aumento da 

prevalência de obesidade e sedentarismo (9). No Brasil, os resultados da pesquisa 

nacional de saúde evidenciaram a influência da idade sobre a prevalência do DM, 

sendo observado um aumento significativo de 2,7% na faixa etária dos 30 aos 59 

anos para 17,4% para a população entre 60 e 69 anos, evidenciando a alta 

prevalência do DM nos idosos (10). 

 A Organização Mundial da Saúde (OMS), juntamente com a Associação 

Americana de Diabetes (ADA), classifica o DM em quatro formas distintas: DM do 

tipo 1 (DM1), DM do tipo 2 (DM2), outros tipos específicos de DM e o DM 

gestacional (11). O DM2, é a forma mais comum da doença, é responsável por 90 a 

95% dos casos, sendo caracterizado por defeitos na regulação da produção de 
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glicose no fígado e deficiências na ação da insulina produzida pelo pâncreas, tendo 

como consequência a menor captação de glicose para dentro da célula, resultando 

em um estado de hiperglicemia sistêmica (11). Esta condição está diretamente 

associada à predisposição genética, à inatividade física e aos maus hábitos 

alimentares (7, 12). 

 Evidências científicas indicam que a resistência à insulina está associada à 

ativação inespecífica do sistema imune, promovendo inflamação subclínica crônica, 

embora os mecanismos associados ainda não estejam totalmente descritos (13, 14). 

Pacientes com DM2 geralmente apresentam níveis diferenciados de citocinas pró-

inflamatórias, como a interleucina-6 (IL-6) e de mediadores anti-inflamatórios, como 

interleucina-4 e -10 (IL-4 e IL-10), acompanhado de desequilíbrio de outros 

marcadores como fator de necrose tumoral-α (TNF-α) e interferon-γ (IFN-γ) (15, 16). 

Além disso, outros estudos indicam que o desenvolvimento do DM2 está 

diretamente associado a fatores epigenéticos (17, 18), sob a forma de um padrão 

diferencial de metilação do DNA (19, 20). 

 A metilação do DNA geralmente ocorre por uma adição covalente de um 

grupo metila no anel de carbono das citosinas incorporadas ao DNA (produzindo 5-

metilcitosina, ou 5-mC) encontrada quase exclusivamente no contexto de 

dinucleotídeo simulado emparelhado CpG (19). Evidências científicas sugerem que 

a metilação desempenha um papel fundamental na regulação do metabolismo 

humano, bem como no desenvolvimento do DM2 (21, 22). Estudos realizados por 

Nilsson et al (23) e Ribel-Madsen et al  (24) revelaram um padrão geral diferenciado 

de metilação de DNA nos tecidos muscular e adiposo de pacientes com DM2 

quando comparados com um grupo controle. Há também uma mudança na 

expressão de genes específicos essenciais ao metabolismo, e essa diferença está 

associada à menor proliferação de células β pancreáticas e à secreção de insulina, 

prejudicando o DM2 (25). 

 O tratamento clínico do DM2 visa controlar os níveis glicêmicos, pressóricos e 

lipêmicos, bem como prevenir complicações da doença, sendo compreendido em 

duas formas: farmacológica e não farmacológica. O primeiro envolve o uso de 

drogas hipoglicemiantes, como a metformina, que visa reduzir os níveis glicêmicos 

do paciente, suprimindo a gliconeogênese hepática (26). O tratamento não 

farmacológico envolve a adoção de prática regular de exercícios físicos e 

modificações dietéticas (11, 27). Evidências científicas mostram que pacientes 



18 
 

 

diabéticos submetidos a diferentes protocolos de exercícios físicos (cardiovasculares 

ou treinamento resistido, por exemplo) e com intensidades diferentes (moderadas a 

altas) apresentam aumento da sensibilidade à insulina e redução efetiva da pressão 

arterial e características antropométricas (28). 
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2 - REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 – DIABETES MELLITUS 

 

2.1.1 – EPIDEMIOLOGIA 

  

 A população vem passando por uma transformação epidemiológica nos 

últimos anos, onde contingente idoso cresce em proporção quando comparado a 

décadas passadas. Assim torna-se de fundamental importância o incentivo à adoção 

de políticas públicas voltadas para a terceira idade, que tenham como principal 

objetivo a adoção e incentivo de práticas regulares de exercício físico, bem como a 

adoção de uma alimentação saudável com a finalidade de minimizar os efeitos 

advindos do processo de envelhecimento (29, 30). 

 No Brasil, dados do instituto brasileiro de geografia e estatística (IBGE) dão 

conta de que em 1960 o número da população idosa atingia a marca de 3 milhões, 

com um acréscimo de 24 milhões nas últimas 4 décadas (31). Assim, tendo em vista 

o rápido aumento da população idosa, e sabendo que com o processo de 

envelhecimento o corpo humano sofre uma série de modificações morfo-fisiológicas 

que acabam comprometendo o bom funcionamento do organismo (2, 3). Tais fatores 

somados aos altos indices de inatividade física levam o idoso ao aumento do risco 

das doenças crônico degenerativas com o Diabetes Mellitus (DM) (5). 

 Em 1980 a organização mundial da saúde estimava que 108 milhões de 

pessoas viviam com o DM, sendo que esse número poderia quadruplicar até 2014 

(32). Em 2017, o número de pessoas com DM atingiu a marca de 425 milhões no 

intervalo etário entre 20-79 anos de idade em todo o mundo, com a projeção de que 

esse número pode alcançar a marca de 629 milhões em 2045 (33). Em idosos, 

estima-se que possam ocorrer a partir de 2017 uma média anual de mortes de 5 

milhões em decorrência das complicações do DM (34).     

 Em países desenvolvidos, 19% da população com faixa etária de 60-74 anos 

possuem o DM, e esse número tende a aumentar em 22 % para a faixa etária entre 

75-79 anos (33). Para os países subdesenvolvidos, estima-se que a prevalência do 
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DM atingiu um pico de 8% para a faixas entre 55-64 anos, esse número tende a 

triplicar quando comparado aos países desenvolvidos. Entretanto para o continente 

americano a maior prevalência do DM foi encontrada na América do Norte e Caribe 

onde estima-se em 10,8%, em contraste ao continente Africano, que apresenta os 

menores indices do DM, com um total de 4,2% (33). Contudo a região que abriga o 

maior número de portadores do DM é a do Pacifico Ocidental, com um total de 164,8 

milhões de pessoas, 37% da população global. Globalmente 79% dos indivíduos 

com algum tipo do DM vivem em países de baixa e média renda.  

 As estimativas especificas entre os sexos e o ambiente em que vivem, 

mostram que o DM tem maior prevalência para o sexo masculino (8,9%) em 

comparação com as mulheres 8,4%. Assim existem cerca de 12,3 milhões a mais de 

homens (231,7 milhões) do que as mulheres (219,3 milhões). É esperado que em 

2045 a diferença da prevalência do DM entre os sexos atinja a marca de 9,9% (33). 

Em relação ao ambiente em que vivem, estima-se que a zona urbana abriga cerca 

10,2% da população doente em comparação a zona rural 6,9%. 

 No Brasil a realidade não diverge muito em relação ao mundo. Em 2012, a 

Federação internacional do Diabetes estimou a prevalência de 10,3% da população 

brasileira com DM (33). Entretanto esse número pode ser diferente devido à 

subnotificação. Na pesquisa realizada por Bertoldi e seu colaboradores (35), ficou 

evidenciado que a prevalência do DM foi de 7,6% em indivíduos entre 30-69 anos, 

sendo que a maior parcela era em idosos, um fator preocupando foi que 46,5% 

desses casos não foram diagnosticados. No Brasil, em relação ao mundo, os casos 

de diabetes entre os sexos não apresentaram diferença, o mesmo aconteceu para o 

local em que vive (zona rural ou urbana) (36). Para a faixa etária, houve a maior 

disparidade entre as estatísticas, foi estimado que para a faixa de 30-39 anos o 

número de portadores de DM 2,7%, em contrapartida esse número foi cinco vezes 

maior 17,4% para os indivíduos com idade entre 60-69 anos (36). 

 O Brasil é um país extenso que abrange cerca de 47% do território total da 

América do Sul. Como a extensão o nível de desigualdades regionais também é 

enorme, inclusive para a prevalência dos casos do DM (35). Em uma pesquisa 

recente, ficou evidenciado que as regiões mais desenvolvidas obtiveram maior 

prevalência do DM, com 8,9% para a região Sul e 8,2% para a região sudeste, 

nesse mesmo estudo foi descrito uma maior prevalência para os indivíduos com a 
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faixa etária acima dos 65 anos (16,5%), apresentando também uma prevalência 

duas vezes maior com analfabetismo/baixa escolaridade (10,2%) para aqueles com 

mais de 8 anos de estudo (5,1%) (37).  

  

2.1.2 – FISIOPATOLOGIA, TIPOS, COMPLICAÇÕES E TRATAMENTO 

 

O diabetes mellitus é conhecido não como uma única doença e sim como 

uma “constelação” de sintomas não patogênicos, datada há 3500 anos no Egito 

antigo (38). Foi através do manuscrito intitulado como “The Ebers Papyrus”, 

encontrado em uma sepultura na região de Tebas ao sul do Egito datado de 1550 

a.C, onde se encontrou o primeiro relato de uma síndrome poliúrica, mais tarde 

intitulada com Diabetes Mellitus (39). Na época os Egípcios sugeriram vários 

medicamentos à base de trigo e terra para a cura e tratamento dessa síndrome 

poliúrica (39).  

Mais tarde, com a criação do tratado médico de “Verdic” da Índia, foi descrito 

com uma riqueza maior de detalhes o Diabetes Mellitus, bem como a distinção de 

dois tipos específicos do DM: congênito e adquirido (40). Foi nesse período que 

começou a se notar a relação do DM com a hereditariedade, dieta alimentar, 

sedentarismo e obesidade, sugerindo que medicamentos à base de cereais recém 

colhidos bem como preparação de betuminosas contendo benzoato e sílica como 

formas de tratamento (40). 

Foi apenas nos séculos 5 a 6 d.C., por um notável medico indiano chamado 

de Sushrant, que foi feita a primeira associação da síndrome poliúrica com o gosto 

doce (40). Entretanto foi apenas nos anos de (81-138 d.C.), por Araetus da 

Cappodocia, que chamou essa síndrome poliúrica por Diabetes, por fazer 

associação da doença com o “derretimento da carne e membros através da urina”, 

usando o termo “sifão” que faz inferência ao nome Diabetes (41). Nos anos (960-

1037), um famoso médico Árabe chamado Avicena, descreveu com precisão as 

primeiras características clinicas e as complicações do DM, neuropatia periférica, 

gangrena e disfunção erétil, e também enfatizou a “urina doce” como uma das 

principais características do DM (42). 
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A evolução do DM para os tempos modernos so foi possivel devido a criação 

das bases experimentais no ramo da medicina. Em meados do século 18, com as 

publicações das obras de Claude Bernard (1813-1878) e Brown-Sequard (1817-

1894), que foi possivel compreender a patogênese do DM (38), onde Claude 

estabeleceu o conceito de órgãos, glândulas e suas secreções. No ano 1675, o 

médico Thomas Willis redescobriu o conceito de urina doce e com isso ele adicionou 

a palavra mellitus que do grego significa mel (38). 

Através dos experimentos realizados por Claude Bernard, ficou estabelecido a 

produção da glicose pelo fígado (gliconeogênese hepática), e assim foi introduzido o 

conceito da glicose excessiva relacionada ao DM. Mais tarde no ano de 1857 ele 

denominou essa glicose como glicogênio e constatou um possivel papel do pâncreas 

na fisiopatologia do DM (43). Mais tarde em um estudo realizado com cães, ficou 

evidenciado uma diferenciação do pâncreas nos cães que apresentaram a poliuria 

decorrente do DM (44). Na mesma época Paul Langerhans, descreveu 

macroscopicamente a anatomia/histologia das ilhotas pancreáticas, denominadas de 

Insulina, entretanto foi apenas no ano de 1927 que ficou evidenciado que o DM 

resulta de uma lesão no pâncreas (44). Assim nos dias de hoje o DM é conceituado 

um conjunto de distúrbios (metabólicos, crônicos e endócrinos) resultantes da não 

produção de insulina e do defeito na ação da insulina produzida (11). 

Como toda doença um diagnóstico precoce é uma das melhores formas de 

conter os agravos da mesma. Para o DM a principal forma de detecção se faz por 

meio nas alterações da glicose plasmática e/ou após uma sobrecarga de glicose 

feita por via oral (45). O diagnóstico baseia-se na glicose plasmática em jejum de 8 

horas e pelo teste de tolerância à glicose (2 horas após a sobrecarga de 75g de 

glicose). Para a ADA os valores de corte para o diagnóstico do DM é de ≥126mg/dl 

para o teste de glicemia em jejum e de ≥200mg/dl para o teste de tolerância a 

glicose (45). Vale ressaltar a adição de uma nova categoria “glicose alterada” com 

valores médios de ≥110 e <126mg/dl para a glicose em jejum e o equivalente a ≥140 

e <200mg/dl para o teste de tolerância a glicose, como uma possivel forma de 

detecção precoce do DM (45). 

O DM pode ser classificado em suas formas mais comuns DM do Tipo 1, 

dependente de insulina e o DM do tipo 2, não dependente de insulina. Entretanto o 

DM pode ser classificado em mais dois tipos, o DM gestacional e outros tipos 
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específicos do diabetes (45). O DM do tipo 1, é causado pela destruição das células 

β pancreáticas, resultando na não produção de insulina, e pode ser subdividida em 

duas formas: 1A (auto-imune), há um processo de insulite onde o corpo produz 

anticorpos circulantes que combatem as células pancreáticas e também a insulina, 

vale ressaltar que o quadro de instalação do tipo auto-imune se dar por forma 

abrupta (46). O subtipo 1B, também chamado de idiopático, é caracterizado pela 

ausência dos anticorpos presentes no tipo 1A e a evolução do quadro se dar de 

forma mais fulminante em comparação ao auto-imune (47). Esse tipo é mais comum 

em crianças de 10-14 anos, diminuindo a incidência na fase adulta (45). 

O DM do tipo 2 é a forma mais comum da doença, e segundo dados da ADA 

é responsável por 90% dos casos (11). Esse tipo é considerado a forma mais 

heterogênea da doença e está diretamente associado por distúrbios na ação da 

secreção à insulina e tem como principal fator de risco a obesidade e o 

envelhecimento (48). A prevalência desse tipo do DM iniciasse por volta dos 40 anos 

de idade e atinge o pico de maior incidência aos 60 anos (49). 

A medida em que a ciência avança no tocante ao combate e das 

complicações referentes do DM, surgem os outros tipos da doença, denominados 

“outros tipos específicos do diabetes”. Esses tipos são consequências de 

determinados fatores, como: (1) defeitos genéticos na função das células β-

pancreáticas; (2) defeitos genéticos da ação da insulina; (3) doenças do pâncreas 

exócrino; (4) endocrinopatias; (5) por indução de drogas e produtos químicos; (6) 

infecções e (7) formas incomuns do diabetes imuno-mediado (45). Atualmente tem 

se dando ênfase em dois tipos novos do DM, o Maturity Onset Diabetes of the 

Young – MODY, e o de origem mitocondrial. O MODY tem como principal fator de 

risco a hereditariedade, com o pico de prevalência por volta dos 25 anos de idade e 

não sofre influência da obesidade. Assim esse tipo do DM tem como principal 

característica um defeito da secreção da insulina provenientes de determinados 

polimorfismos de genes específicos (50-52).   

O DM mitocondrial, também conhecido como de herança materna ou com 

surdez, ocorre devido a uma mutação genética do DNA mitocondrial causando 

interferência na produção de energia corporal (53). Assim esse tipo especifico do 

DM tem sua maior prevalência em indivíduos jovens e sem obesidade, e tem como 
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principal característica uma progressão da hiperglicemia e se faz uso de insulina 

exógena (54).  

Por conseguinte, o DM gestacional pode ser definido como diminuição da 

tolerância a glicose, de variadas intensidades diagnosticada no período gestacional, 

podendo ou não permanecer após o parto (55). Esse tipo está mais relacionado com 

o DM2, e tem como principais fatores de risco a obesidade, ganho excessivo de 

peso durante a gravidez, crescimento fetal excessivo, baixa estatura, hipertensão e 

antecedentes de morte fetal ou neonatal (55). O diagnóstico pode ser feito a partir de 

duas medições de glicose em jejum, uma na consulta pré-natal e outra na vigésima 

semana de gravidez, sendo confirmado entre a 24º e 28º semanas de gestação, com 

o ponto de corte ≥85mg/dl (56, 57). 

Independentemente do tipo do DM, as complicações provenientes desta são 

comuns em todos os tipos da doença, e pode ser divididas em agudas e crônicas 

(58). Os efeitos agudos estão diretamente associados as complicações a longo 

prazo, e são definidas como complicações orais do DM (caries, câncer de boca, 

boca seca, lesões na mucosa), e ainda não estão bem elucidadas na literatura 

cientifica. Em contrapartida as complicações crônicas, estão relacionadas a 

circulação vascular, agrupadas em doenças microvasculares (retinopatia, nefropatia 

e neuropatia),  e macrovasculares (cardiovasculares) (59). 

A principal complicação do DM é a hiperglicemia, entretanto outras 

complicações patogênicas exercem influência direta na evolução do quadro do DM, 

como a resistência à insulina, dislipidemia, hipertensão e a disfunção imunológica 

(58). A hiperglicemia é o principal fator determinante para o agravo das 

complicações do DM. Pesquisas mostram pacientes que tiveram um maior controle 

glicêmico com DM1 e DM2 obtiveram uma maior redução das complicações 

microvasculares e macrovasculares (60, 61). As consequências da hiperglicemia 

dizem respeito principalmente as células endoteliais e nervosas periféricas, assim 

quando há o aumento da glicose extracelular, acarreta também no aumento da 

glicose intracelular desencadeado na maior liberação das espécies reativas de 

oxigênio (ROS) pelas mitocôndrias, causando a inibição da enzima gliceraldeído 3-

fosfato desidrogenase (GAPDH), gerando um maior dano tecidual (62).  
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Verhulst e seus colaboradores citam 4 mecanismos que são ativados pela 

inibição da enzima GAPDH, que geram o dano celular (58): (1) aumento da cascata 

de Poliol; (2) aumento da formação de produtos finais de glicação avançada (AGEs) 

e aumento da expressão dos receptores para AGEs (RAGEs); (3) ativação da 

proteína quinase C (PKC) e (4) aumento da via hexosamina (62). 

A cascata de poliol converte os componentes tóxicos (aldeídos) em álcool 

através da enzima aldose redutase, tal produto é inofensivo as células. Em 

contrapartida devido a hiperglicemia, essa enzima também converte o excesso de 

glicose intracelular em sorbitol consumindo o NAPDH ocasionando na maior 

oxidação celular, podendo levar a morte das mesmas (63). 

 Os AGEs são produtos finais de uma interação complexa entre glicose, 

lipídeos, proteínas e/ou ácidos nucleicos. Em consequência do quadro de 

hiperglicemia, os AGEs podem alterar as funções das proteínas intracelulares, 

alterando também a função celular. Em contrapartida os AGEs podem migrar para o 

ambiente extracelular, causando a interrupção da sinalização da membrana plástica 

gerando uma disfunção celular (64). A migração dos AGEs para o ambiente 

extracelular afeta a circulação das proteínas do meio (devido a maior ligação dos 

AGEs com os seus receptores RAGEs), induzindo assim a liberação de citocinas 6 e 

1 alfa (IL-6, IL-1 α) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), induzido a um estado 

pro-inflamatório (65, 66). 

A ativação da proteína quinase PKC, em decorrência do quadro de 

hiperglicemia extracelular, pode exercer influência na ativação do fator nuclear 

kappa B (NF-kB), assim exercendo influência na resposta inflamatória, através da 

expressão genica das citocinas 6 e 1 alfa (IL-6, IL-1α e TNF- α) (67). Por fim um 

importante fator também decorrente da condição da hiperglicemia é o aumento da 

via da hexosamina, esta por sua vez aumenta também a produção de citocinas 

inflamatórias como (PAI-1, TGF-α e TGF-β1) que são prejudiciais para a circulação 

sanguínea (62). 

O segundo fator patogênico que exerce influência direta nas complicações do 

DM é a resistência à insulina. Esta é classificada como a diminuição da sensibilidade 

da ação da insulina, tem como seu principal fator de risco a obesidade sendo mais 

comum no DM2, exercendo um papel importante no quadro da hiperglicemia (58). 
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Entretanto além a resistência à insulina também pode causar o aumento da 

liberação dos ácidos graxos livres, provenientes do tecido adiposo para a circulação 

sanguínea, resultando na maior liberação dos ROS e consequentemente maior dano 

tecidual, como já foi discutido previamente (68, 69). Outro mecanismo importante a 

ser discutido, é que devido a maior síntese do ROS a um aumento da adesão de 

leucócitos nas células endoteliais resultando em uma maior inflamação, 

vasoconstricção e na coagulação sanguínea, favorecendo o desenvolvimento das 

doenças ateroscleróticas (70).   

Outro fator que potencializa as complicações do DM é a dislipidemia. Esta é   

associada a “tríade lipídica”, que tem como característica o aumento dos triglicérides 

circulantes, diminuição dos niveis do colesterol de lipoproteína de alta densidade 

(HDL) e do aumento de partículas de colesterol de baixa densidade (71). A 

dislipidemia é mais comum no DM2, e está diretamente associada a obesidade, 

devido ao maior acréscimo da gordura visceral (58).    

 Como mencionado anteriormente, a obesidade bem como a resistência à 

insulina são fatores de risco para o agravamento das complicações do DM. 

Entretanto a hipertensão por ter os mesmos fatores de risco e por gerar as mesmas 

lesões micro e macrovasculares que o DM, influencia diretamente as suas 

complicações (58, 72). Boulbou e seus colaboradores, evidenciaram que a 

hipertensão em pacientes com DM2 resulta na maior ativação endotelial, 

aumentando o quadro inflamatório, além disso há uma redução na disponibilidade do 

óxido nítrico resultando em uma maior vasoconstricção contribuindo para o dano 

microvascular (73). Em contrapartida na mesma pesquisa (73), os autores 

evidenciaram que o controle da pressão arterial nesses pacientes, resultou na 

diminuição dos danos microvasculares controlando assim as complicações do DM.  

Por fim, a disfunção imunológica exerce um papel fundamental na patogênese 

das complicações do DM. A deficiente resposta imune provenientes da doença gera 

um maior risco de infecções no organismo, podendo citar: infecções urinarias, 

respiratórias, na mucosa oral e na derme (74). Vale ressaltar que a principal 

consequência dessas infecções é o chamado pé de diabético. Por estar com o 

sistema imunológico debilitado, há uma maior dificuldade na cicatrização gerando 

ulceras e assim nesses casos a amputação do membro torna-se a única solução 
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(75). Entretanto, a disfunção imunológica resulta também em um quadro pro-

inflamatório crônico. 

Como já foi discutido anteriormente, em resposta aos distúrbios metabólicos e 

hemodinâmicos provenientes do DM, existe uma maior ativação das células 

endoteliais resultando na liberação de células imunes para os tecidos (58). Assim, 

podemos citar como exemplo os adipócitos, liberam uma grande variedade de 

citocinas inflamatórias (IL-6, IL-1α e TNF- α), potencializando o quadro inflamatório, 

entretanto a persistência desse quadro (inflamação crônica), potencializa a 

progressão da neuropatia, retinopatia e nefropatia (76-78). 

Por ser uma doença que tem como principal componente a hiperglicemia as 

formas de tratamento e controle do DM2, se baseiam em adoção de hábitos de vida 

saudáveis, como uma dieta balanceada e prática regular de exercício fisico somado 

ao uso dos fármacos hipoglicemiantes (79). O tratamento medicamentoso mais 

convencional é o uso da metformina, que tem função suprimir a gliconeogênese 

hepática, diminuído a hiperglicemia (80). Estudos mostram que a supressão da 

gliconeogênese decorrente do uso da metformina se dá por meio de quatro 

mecanismos diferentes: (1) pela ativação hepática da AMPK (proteína quinase 

ativada por AMP), através da enzima fígado-quinase B1 (80, 81); (2) atraves do 

bloqueio da adenilciclase proveniente da inibição do glucagon; (3) inibição da 

coenzima dinucleótido de nicotinamida e adenina (NADH) e (4) inibição da 

mitocôndria glicerol fosfato desidrogenase (mG3PDH) (82).  

A metformina (dimetilbiguanida), é um composto ativo hipoglicemiante 

derivado da erva medicinal Galega officinalis (83) também conhecida como Lilac 

Francês. O início do uso dessa erva para o tratamento do DM2 data desde a época 

medieval europeia e por conseguinte o uso das guanidinas (fenformina, buformina e 

metformina) datam desde o século passado (83, 84). Pouco é debatido sobre como 

esse fármaco age no organismo do paciente.  

O tratamento farmacológico em idosos tem que ser realizado de forma mais 

planejada e monitorada devido as alterações farmacocinéticas provenientes do 

processo de envelhecimento. Com o avanço da idade o risco de reações adversas a 

medicamentos é elevado, por isso é de fundamental importância estudar a relação 

benefício/risco, para aumentar a eficácia do tratamento (80). Para o tratamento do 
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DM2 em idosos, a literatura cientifica mostra que o recomendado é iniciar com doses 

mais baixas e aumentando de acordo com a evolução do tratamento (80, 85). 

O tratamento com metformina em idosos é indicado para esse grupo etário, 

por ter baixo risco de produzir hipoglicemia ou insuficiência cardíaca, e torna-se um 

fármaco seguro e eficaz para o idoso (80, 85, 86). Diversos estudos compararam o 

uso da metformina com outros fármacos (sulfonilureias), assim ficou evidenciado que 

os pacientes idosos tratados com metformina tiveram menor incidência de desfechos 

cardiovasculares, hospitalização por hipoglicemia, risco de quedas e mortalidade, do 

que os tratados com outros fármacos (87-91), adicionalmente pesquisas mostram 

que a metformina pode reduzir a concentração de TNF-α,  agindo diretamente nos 

niveis inflamatórios provenientes do DM2 (92, 93).  Em contrapartida, a combinação 

de dois ou mais medicamentos hipoglicemiantes aumenta o risco da hipoglicemia 

(94).   

 

2.1.3 – METFORMINA E INFLAMAÇÃO  

 

 Dentre os fármacos hipoglicemiantes adotados para o controle e progressão 

do DM2, a metformina costuma figurar como primeira escolha para tal finalidade 

(95). Ficou evidenciado segundo a literatura que o controle glicêmico proveniente da 

metformina se dá por causa da ativação da AMPK (95), que inibe o fator nuclear 

kappa B (NF-κB) via PI3K-Akt na célula muscular, surtindo assim efeito anti-

inflamatório (96). Além disso, pesquisas mostram que essa inibição de NF-κB em 

macrófagos é responsável pela diminuição da secreção de citocinas pro-

inflamatórias como IL-1β, IL-6 e TNF-α (96). Outra via de supressão da inflamação 

por metformina se dá por meio das vias SIRT1/LKB1/AMPK, que suprime produção 

das espécies reativas de oxigênio (97). Adicionalmente, a metformina demonstrou 

ter efeitos anti-inflamatórios por também produzir efeitos sobre o excesso de peso e 

obesidade, dislipidemias e pressão arterial, enquanto fatores de risco para DM2 (95). 

Assim, o controle glicêmico proveniente da metformina atua tanto direta quanto 

indiretamente sobre o estado inflamatório, resultando na diminuição da inflamação 

crônica do DM2. 
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2.1.4 – CITOCINAS E DIABETES MELLITUS TIPO 2  

  

Citocinas são proteínas solúveis, produzidas por células especificas que 

agem sobre outras células, podendo assim alterar as funções da célula alvo (98). 

Tais proteínas podem ser divididas por classes, dependendo da sua funcionalidade, 

podem ser consideradas pro-inflamatórias, anti-inflamatórias, algumas são 

classificadas como fatores de crescimento dos linfócitos e por fim podem estar 

diretamente associadas a resposta imune ao antígeno (98).  

Um breve histórico sobre essas proteínas data da década de 1970, com a sua 

primeira descrição como “Fator de ativação de linfócitos” (99), e posteriormente 

como fator de crescimento das células T (100). Assim surgiu a ideia de que o 

processo de doença induz a produção dessas proteínas solúveis (citocinas), em 

resposta as propriedades das doenças. Entretanto os efeitos das citocinas no 

organismo estão diretamente associados aos campos da inflamação, imunologia, 

aterosclerose e as doenças crônicos degenerativas, inclusive o DM2 (98). 

Evidências mostram a IL-6, IL-8 e o TNF encontra-se em níveis elevados em 

indivíduos com DM2, e seus fatores de risco como a obesidade e resistência à 

insulina (101, 102). Adicionalmente, evidências mostram que um terço da IL-6 

circulante pode ser derivada especificamente do tecido adiposo na região visceral, 

além disso, a secreção da IL-6 pode impedir a sinalização da insulina, reduzindo 

assim a capitação de glicose dependente de insulina, para o meio intracelular, 

devido a inibição do GLUT4 nos adipócitos. IL-6 decorrente do tecido adiposo está 

diretamente associada com a resistência à insulina, hiperglicemia e com o DM2 

(103). 

Como descrito acima, outra importante citocina inflamatória é o TNF-α, que 

tem como principal fonte de produção a gordura visceral infiltrada por macrófagos 

(103). O TNF-α estimula a fosforilação da tirosina, que tem como principal objetivo 

aumentar a sensibilização dos receptores de insulina, no tecido muscular e adiposo, 

assim aumentando o quadro de resistência à insulina (103-105). Evidências 

mostram, que pacientes com o DM2 apresentam niveis mais elevados do TNF-α no 
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plasma e na musculatura esquelética, resultando no aumento da absorção de ácidos 

graxos para o fígado, aumentando o acumulo de gordura e de ROS, fatores 

associados com a resistência à insulina (103-105).  

Adicionalmente ao DM2, vale ressaltar que o processo de envelhecimento 

está associado ao aumento da inflamação, contribuindo assim para o aumento da 

resistência à insulina (106). Pesquisas mostram que esse marcador inflamatório 

(TNF-α) na musculatura esquelética, encontra-se em maior concentração em idosos 

quando comparados com indivíduos mais jovens (107), entretanto, evidencias 

mostram uma relação direta da concentração muscular de TNF-α com a diminuição 

da sinalização da insulina e a diminuição da captação de glicose, assim fica 

evidenciado que essa proteína inflamatória pode de fator contribuir para o aumento 

da resistência à insulina, agravando o quadro do DM2 (107-109). 
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2.2 – METILAÇÃO DO DNA 

 

2.2.1 – CONCEITOS E CONSEQUÊNCIAS DA METILAÇÃO DO DNA 

  

A epigenética é conceituada como processos que alteram a atividade de 

genes específicos e que não modificam a sequência da cadeia nucleotídica, e tem 

como principal consequência a mudança direta da estrutura da cromatina (110). 

Diversos são os mecanismos epigenéticos que exercem regulação na atividade de 

genes específicos, podendo destacar: (1) metilação de DNA; (2) modificações de 

histonas e (3) RNA’s não codificantes, destes mecanismos o que ganha mais 

atenção é a metilação de DNA (111). 

 A metilação de DNA e caracterizada como um mecanismos epigenético que 

envolve a adição de um metil (-CH3), na posição 5’ da citosina, resultando em uma 

5-metilcitosina (112). Embora a metilação de DNA em mamíferos seja única e 

exclusivamente ligada a citosina por um fosfato guanina (CpG), ainda pode ocorrer a 

metilação em locais não CpGs (CHG e CHH, onde o H possa ser uma adenina, 

citosina ou timina) (111-113). 

 Em mamíferos, o genoma humano pode apresentar 28 milhões de sítios 

CpGs, dos quais cerca de 60-80% destes possam sofrer a metilação, e estas 

regiões genômicas são conhecidas como ilhas de CpGs (CGIs) (114). Vale ressaltar 

que a maiorias das CGIs podem estar localizadas em zonas promotoras de genes e 

algumas podem também estar em genes específicos e diferencialmente dos sítios 

de CpG, as ilhas geralmente não são metiladas para que possa acontecer a 

transcrição (115).       

 Adicionalmente aos sítios de metilação, existem a chamada região 

diferencialmente metilada (DMRs), estas regiões são áreas do genoma humano 

onde os CpGs mostram vários fenótipos em diferentes estados de metilação, e são 

consideradas importantes regiões funcionais na transcrição dos genes (116). Com 

isso as DMRs podem ser considerados poderosos biomarcadores terapêuticos em 

processos patogênicos e por conseguinte como possíveis formas de intervenção 

(117). 
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2.2.2 – METILAÇÃO DE DNA E DIABETES MELLITUS  

  

As modificações epigenéticas são associadas a subprodutos a estímulos 

ambientais, podendo influenciar a suscetibilidade genética a diversas doenças, 

inclusive o DM2 (118). Essas modificações são descritas como a metilação do DNA, 

metilação ou fosforilação de histonas, mudanças na acetilação, como também na 

expressão de RNA não codificante, podendo ser alterações mioticamente 

hereditárias e assim influenciando a expressão genica (118). Adicionalmente, 

estudos mostram que fatores ambientais como, dieta, estresse, niveis de atividade 

física no ambiente uterino podem alterar os estados epigenéticos e 

consequentemente alterar a expressão genica, ocasionando as doenças (25, 119, 

120).  

Do período gestacional ao nascimento, é aonde ocorre a maior replicação, 

diferenciação e maturação funcional de todos os órgãos e sistemas corpóreos. Essa 

fase é bem suscetível a influências externas podendo gerar efeitos duradouros na 

prole (118). Fatores como hipertensão, diabetes e obesidade materna, pré 

eclampsia, alterações no meio metabólico intrauterino, tabagismo e ambientes 

externos, podem aumentar o risco da prole de desenvolver as doenças crônicos 

degenerativas como o DM2 (118, 121, 122). 

Além dos fatores ambientais descritos previamente (Figura 1), alguns 

mecanismos do DM2 estão diretamente associados a metilação de DNA. A secreção 

deficitária de insulina pelas ilhotas pancreáticas está diretamente associada com a 

patogênese dessa doença, sendo assim diversos estudos se propuseram a analisar 

a relação da metilação de DNA com a secreção de insulina pelo pâncreas. Deste 

modo ficou evidenciado, um aumento expressivo da metilação de DNA nos sítios 

CpGs no fator de transcrição pancreático, no regulador da insulina e do gene 

mitocondrial, em portadores do DM2 (22, 25, 123). 
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Figura 1: Mecanismos da metilação de DNA com os fatores ambientais. HDAC: histona 

deacetiltransferase; NCor: nuclear receptor correspondente; MeCP2: proteína de ligação 

metil CpG-2. Adaptado de Franks et al., BMC Medicine. 2010; 8(8).  

 

Na pesquisa realizada por Dayeh e seus colaboradores, ficou evidenciado um 

aumento da metilação de DNA dos genes Cdkn1a e Pde7b com a diminuição das 

células β-pancreáticas, ocasionando na menor absorção de glicose dependente de 

insulina (25). Adicionalmente, achados de Volkmar e seus colaboradores, com base 

nos resultados de um microArray, os autores identificaram 278 DMRs dos quais 96% 

estavam hipometilados nas ilhotas pancreáticas de portadores de DM2 em relação a 

indivíduos saudáveis (124). Com isso, tais achados podem indicar que alterações na 

metilação de DNA tanto das ilhotas como das células β-pancreáticas, podem ser 

considerados um potencial fator na patogênese do DM2 (125). 
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Em contrapartida, diversos estudos vem associando metilação com 

componentes periféricos corpóreos, como o IMC e o sangue, e suas possíveis 

implicações para o DM2 (126).  Pesquisas recentes mostram que a metilação de 

DNA provenientes do sangue está diretamente associada ao estilo de vida, como a 

prática de exercício físico e adoção de uma alimentação saudável, e estas podem 

refletir em diversos tecidos corporais como o pâncreas e o fígado (126). 

Adicionalmente diversas pesquisas vem associado alterações na metilação de DNA 

com IMC, obesidade e o DM2 (127). 

Como foi discutido previamente a redução da musculatura esquelética 

proveniente do processo de envelhecimento, altera a sensibilidade à insulina e 

consequentemente aumenta o risco do DM2.  Com isso pesquisas mostram que a 

metilação de DNA de genes específicos da musculatura esquelética parece 

aumentar com a idade (128, 129). Outros estudos (130, 131) complementam essa 

ideia, após concluírem que outros genes específicos do tecido muscular (OXPHOS, 

NDUFB6 e COX7A1), apresentam elevações da metilação de DNA no processo de 

envelhecimento.  Além disso, a expressão do receptor ativador-proliferador de 

peroxissoma, coativador gama 1 (PPARGC1A), que está diretamente associado ao 

metabolismo energético, tem sua expressão diminuída com a idade (132), com isso 

as alterações da metilação de DNA relacionadas a idade podem influenciar 

metabolismo muscular e a sensibilidade à insulina, agravando o quadro do DM2. 

O principal tratamento farmacológico para o DM2 é a metformina, ela tem sua 

principal ação no fígado, onde ela é transportada e age sobre a gliconeogênese 

hepática. Para que a metformina surta efeito, é importante que se tenha esse 

transporte. Pesquisas mostram que a metilação de DNA possa influenciar a 

expressão hepática dos transportadores de metformina, prejudicando assim o seu 

transporte (133-135). Entretanto, uma pesquisa recente mostrou que o tratamento 

com metformina diminuiu a metilação de DNA relacionado as células hepáticas dos 

genes transportadores de metformina, bem como a sua expressão gênica (136).  

Para o DM2, pesquisas tem apresentado forte associação da metilação de 

DNA nas regiões promotoras de regulação metabólica em PPARGC1A com as 

complicações da doença, associando-as com regulações mitocondriais (132).  Com 

isso, a metilação de PPARGC1A está associado com sítios de CpG de tecidos 

secretores e responsivos à insulina de pacientes com DM2 (24, 137), e também em 
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indivíduos com predisposição ao DM2 (138-140). Adicionalmente, pesquisas (141, 

142) vem associado a metilação por PPARGC1A na musculatura esquelética e no 

fígado em relação a absorção de glicose, decorrente da sensibilidade à insulina 

(126). Com isso vale ressaltar que os principais mecanismos responsáveis pela 

hiperglicemia (disfunção das células β-Pancreáticas e resistência à insulina), está 

diretamente associada com a metilação de DNA.   

 

2.2.3 – METILAÇÃO E METFORMINA  

 

 Os efeitos da metformina sobre a metilação de DNA ainda não estão bem 

elucidados na literatura cientifica. Achados evidenciaram tanto hipo- quanto hiper-

metilação de DNA total e/ou de segmentos gênicos específicos decorrentes do uso 

da metformina (136, 143, 144). Como já foi descrito previamente, o tratamento com 

a metformina ativa a via AMPK, e esta inibe diretamente a ação da DNA metil 

transferase, acarretando redução da metilação de DNA (144). Assim, o tratamento 

com a metformina pode produzir efeitos sobre o perfil de metilação em pacientes 

diabéticos. Achados recentes evidenciaram uma redução da metilação de DNA, 

decorrentes do uso de metformina em genes específicos de células β-pancreáticas e 

em células leucocitárias de diabéticos (136). 
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2.3 – EXERCÍCIO FÍSICO  

 

2.3.1 – EXERCÍCIO, DIABETES MELLITUS E CITOCINAS  

 

Se tratando do processo de envelhecimento, grande parte da literatura atual 

foca na discussão da redução da musculatura esquelética proveniente do avanço da 

idade (sarcopenia), somente nos fatores relacionados a diminuição da força e da 

potência muscular e suas implicações na autonomia funcional do idoso (145). Além 

desses efeitos críticos do envelhecimento, é importante destacar que a redução da 

musculatura esquelética também exerce efeitos deletérios na captação de glicose 

dependente de insulina (109). 

A sarcopenia é resultado de uma rápida redução das fibras musculares do 

tipo I (oxidativas) e do tipo II (glicolítica), como também da maior redução da area de 

secção transversa do musculo (hipertrofia), afetando principalmente as fibras 

glicolíticas (146). Mais tarde, esses achados foram apoiados por Coggan e seus 

colaboradores (147), onde evidenciaram uma maior redução da area de secção 

transversa das fibras IIa e IIb, em idosas quando comparadas com mulheres mais 

jovens, além disso a redução das fibras do tipo II exerce forte influencia 

negativamente no metabolismo da glicose. 

Na pesquisa realizada por Murgia e seus colaboradores (148), onde 

revelaram que após uma análise proteômica da fibra do tipo II, ficou evidenciado que 

as proteínas envolvidas no metabolismo do glicogênio e da glicólise, foram 

regulados negativamente nesse tipo de fibra em idosas fisicamente ativas quando 

comparadas com os mais jovens. Adicionalmente, evidencias mostram que a 

proteína transportadora de glicose GLUT4, foi regulada negativamente nas fibras do 

tipo II em idosos quando comparado com os mais jovens, o mesmo não foi 

observado para as fibras do tipo I (149).      

Com a redução da musculatura esquelética proveniente do envelhecimento, 

vale ressaltar também uma maior diminuição na sinalização da insulina na 

musculatura (150, 151). Em condições saudáveis, a insulina liga-se ao receptor de 

insulina ativando a cascata de sinalização envolvendo a fosforilação do receptor, 
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resultando no substrato do receptor de insulina IRS-1. Assim há ativação da 

fosforilação da fosfoinositido 3-quinase PIK3, do Akt2 e nos locais AS160, ativando a 

translocação do transportador de glicose tipo 4 (GLUT4), a glicose entra no miócito 

(celular muscular), ativa a síntese de glicogênio por fim acontece a oxidação 

mitocondrial (109, 152), como descrito na Figura 2. 

 

 

Figura 2: Esquematização do metabolismo da glicose dependente de insulina na 

musculatura esquelética. IRS-1: substrato do receptor de insulina; PI3K: fosfoinositido 3-

quinase; PDH: piruvato desidrogenase. Adaptado de Consitt et al., J Frailty Aging. 2018; 

7(1):21-27.  

  

 Pesquisas recentes relataram através de biopsias musculares no vasto lateral  

em indivíduos de ambos os sexos e sedentarios com a faixa etária entre 18-84 anos, 

que 60 min após a ingestão hiperinsulinêmico-euglicêmico, houve um maior deficit 

na fosforilação da AS160 consequentemente a menor ativação de GLUT4 com o 

avançar da idade (150). Adicionalmente, evidências mostram que o envelhecimento 

tem um efeito negativo do Akt2, visto que a combinação desses sítios tem um maior 
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impacto na translocação do GLUT4, potencializando a redução da absorção da 

glicose para a musculatura (153-155). 

 Outro possível fator do processo de envelhecimento com a diminuição da 

captação de glicose para a musculatura esquelética, embora controverso, é a 

diminuição do GLUT4. Pesquisas mostram um decréscimo do GLUT4 (149, 150) 

com o avançar da idade, e que essa redução é maior nas fibras do tipo II em 

comparação com as fibras do tipo I. Tais achados somados com a já discutida 

redução da sensibilidade à insulina sugerem que o processo de envelhecimento e a 

inatividade física, afetam diretamente os agravos do DM2. 

 Nos últimos anos, a prática regular de atividade física, tem sido associada a 

melhora na autonomia funcional e consequentemente na melhoria da qualidade de 

vida da pessoa idosa (156, 157). Entretanto, o aumento da inatividade física no 

decorrer do avanço da idade, pode ser considerado um dos principais fatores para o 

aumento da resistência à insulina no processo de envelhecimento (158). 

Adicionalmente, evidencias mostram que somente a inatividade física é responsável 

por um aumento de 7% dos casos de DM2 em idosos (159), em contrapartida a 

adoção da pratica regular de exercícios físicos pode aumentar a sobrevida de 

portadores ou não do DM2 (160). 

 Muito já se é discutido sobre os efeitos da pratica regular de atividade física 

sobre a resistência à insulina. Assim, vale ressaltar que mais importante que a 

intensidade ou tipo de exercício fisico, é o tempo total de atividade física acumulada 

que é a variável mais importante na melhoria da sensibilidade à insulina em 

indivíduos sedentarios (161). É sabido, que a musculatura esquelética é um dos 

principais órgãos responsáveis pela capitação de glicose e que as adaptações 

provenientes do exercício podem melhoram  a sensibilidade à insulina (109), assim 

diversas pesquisas reforçam que programas controlados de exercícios resistidos 

demonstraram uma melhora da sensibilidade à insulina em idosos, bem como uma 

melhora no metabolismo do glicogênio muscular, podendo assim afirmar que a 

pratica regular de exercício resistido pode ajudar as a controlar as complicações 

advindas do DM2 (150, 162, 163). 

 O exercício fisico é responsável respostas crônicas e agudas no metabolismo 

humano. Muito já se é discutido dos efeitos crônicos (a longo prazo) do exercício 
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resistido no metabolismo da glicose e da resistência à insulina (109, 150), em 

contrapartida as respostas agudas do exercício resistido sobre esses fatores ainda 

não estão bem elucidadas na literatura cientifica. Os efeitos agudos do exercício 

resistido podem ser debatidos em duas fases, durante e imediatamente após o 

exercício (164).   

 Durante a pratica do exercício resistido, por a glicose ser a principal fonte de 

energia para a realização da contração muscular, a captação da mesma aumenta de 

forma aguda ao longo da realização do exercício (164). Adicionalmente, na pesquisa 

realizada por Chacko (165), ficou evidenciado que durante o exercício a absorção da 

glicose não dependente da insulina também aumenta, potencializando ainda mais o 

controle glicêmico de indivíduos portadores do DM2. Imediatamente, ou duas horas 

após ao exercício, há um aumento significativo da resistência à insulina, aumento da 

fosforilação do GLUT4 e do Akt2, da síntese de glicogênio e o aumento da oxidação 

dos ácidos graxos, em pacientes com DM2 (164, 166).  Além disso o exercício 

resistido pode alterar proteínas inflamatórias como as citocinas (103). 

Como foi descrito acima a IL-6 tem um efeito pro-inflamatório, em 

contrapartida a mesma pode ter também um efeito anti-inflamatório, assim pode ser 

descrita como mioquina, quando ela é produzida durante a contração muscular 

(103), sendo que a musculatura esquelética é considerada a fonte predominante de 

IL-6 (167-169). Evidencias mostram, que durante a contração muscular a 

concetração de IL-6 pode aumentar em até 100 vezes em comparação as 

concentrações iniciais, assim vale ressaltar que o exercício fisico é um importante 

fator regulador das concentrações plasmáticas de IL-6 (167). Em contrapartida, a IL-

6 muscular tem sua maior liberação nas respostas agudas do exercício resistido 

quando comparados com o efeito do exercício prolongado, e também nos exercícios 

excêntricos em relação aos concêntricos (170). 

A IL-6, dentro da musculatura esquelética promove a diferenciação miogênica 

muscular, aumentando os níveis de capitação de glicose basal e também 

estimulados pela insulina, induzido também a translocação de GLUT4 (169, 171). 

Adicionalmente, IL-6 liberada pelo exercício, promove a oxidação de ácidos graxos 

intramuscular, pela ativação AMPK tanto na musculatura esquelética quanto no 

tecido adiposo, resultando na otimização do tratamento da obesidade e do DM2 

(172-174). 
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Além disso, a IL-6 derivada do exercício físico, pode ser considerada como 

um potencial fator anti-inflamatório, podendo inibir também a produção do fator de 

necrose tumoral (TNF), induzido por lipopolisscarídeo (LPS) (175, 176).  Assim 

esses achados fortalece a ideia de que a IL-6 proveniente da contração muscular, 

exerce um papel importante na regulação dos distúrbios metabólicos provenientes 

do DM2 (103). Importantes achados sugerem ainda que a IL-6 na musculatura 

esquelética está associada a produção hepática de glicose durante o pratica do 

exercício físico resistido (177, 178). Adicionalmente, a IL-6 pós-exercício pode 

atenuar a regulação hepática na gliconeogênese, atuando mediada por outra 

citocina quimocina, que também pode ser aumentada após o exercício resistido 

(179). 

 Além do efeito do exercício resistido sobre os níveis IL-6 muscular, e seus 

potenciais efeitos benéficos desta, outra importante citocina inflamatória pode 

também sofrer alteração em suas concentrações pós-exercício, como o TNF-α. 

Evidencias mostram que efeitos agudos do exercício resistido são capazes de 

reduzir os níveis do TNF-α em indivíduos obesos e possivelmente em portadores do 

DM2 (180-182). 

 Na pesquisa realizada por Santiago e seus colaboradores (183), 

demonstraram que após um programa de treinamento resistido, os autores relataram 

um decréscimo na expressão do gene do TNFα, como também um decréscimo das 

concentrações séricas do mesmo. Assim fica evidenciado um possível papel do 

exercício resistido na modulação imunológica e anti-inflamatória nos portadores do 

DM2. Adicionalmente, o treinamento resistido de moderada a alta intensidade, ou 

ainda em combinação com o treinamento de flexibilidade demonstrou diminuir os 

niveis de TNF-α na musculatura esquelética (107, 108, 184). Assim, podemos 

afirmar que o exercício resistido de fato pode melhorar a resistência à insulina em 

idosos, ajudando no tratamento do DM2. 

 

2.3.2 – EXERCÍCIO E METILAÇÃO DO DNA   
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Muito já se é discutido na literatura científica que a adoção de um estilo de 

vida saudável, como a adoção da prática regular de exercício físico e uma 

alimentação saudável reduzem os riscos e os agravos do DM2 (185, 186). Em 

contrapartida, os efeitos do exercício resistido sobre o perfil de metilação de DNA 

ainda estão em constante evolução na literatura científica. Achados, mostram que 

após uma intervenção de seis meses de treinamento resistido alterou o padrão de 

metilação de DNA nos sítios de CpGs de 7,663 genes relacionados ao tecido 

adiposo em indivíduos idosos e sedentários, ressaltando que os genes HDAC4, 

NCOR2, FTO, KCNQ1 e TCF7L2, fortes candidatos para o DM2 e obesidade, 

apresentaram expressão diferenciada de metilação após o programa de exercício 

resistido (187).  

As respostas agudas ao treinamento resistido está diretamente associado 

com o aumento da captação de glicose, em quanto que as respostas crônicas estão 

relacionadas com a melhora da função mitocondrial (188). Após uma sessão aguda 

de treinamento resistido, biópsias musculares mostraram uma redução da metilação 

global de DNA dos sítios CpGs (189). Adicionalmente, a metilação de genes 

relacionados ao metabolismo da glicose e da musculatura esquelética (PPARGC1A, 

TFAM, PDK4, MEF2A, CS e PPARD), mostrou-se diminuir após a mesma sessão de 

treinamento resistido (189). 

Alterações de metilação de DNA nos componentes periféricos no corpo, como 

o sangue, demonstram-se passiveis de modificações principalmente por 

intervenções de treinamento resistido (190). Na pesquisa realizada por Ronn e seus 

colaboradores, ficou evidenciado que após seis meses de um programa de 

treinamento resistido, houve alteração do perfil de metilação de DNA em todo o 

genoma, especialmente no tecido adiposo em pacientes portadores do DM2 e 

obesos (190). Outros achados, embora encontrados em indivíduos não diabéticos, 

vale ressaltar, que após um programa de três meses de exercício resistido, os 

indivíduos de ambos os sexos apresentaram alterações na metilação de DNA de 

genes específicos da musculatura esquelética, em relação a absorção de glicose 

dependente de insulina (191). Com isso fica a ressalva que o exercício físico possa 

de fator alterar a metilação de DNA. 
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3 – JUSTIFICATIVA 

 

 O notório e rápido aumento da população de idosos fica mais evidente com o 

passar dos anos. No processo de envelhecimento o corpo humano sofre algumas 

alterações fisiológicas e metabólicas que afetam diretamente a autonomia funcional 

dessa população (1-3). Tais modificações somadas ao alto índice de inatividade 

física, aumentam consideravelmente o risco das doenças crônicos degenerativas, 

como o DM2 (4-6). 

 O DM2 é caracterizado como um conjunto de distúrbios (metabólicos, 

crônicos e endócrinos) resultantes da não produção de insulina e do defeito na ação 

da insulina produzida (7). Esse distúrbio metabólico, gera uma série de 

complicações fisiológicas no organismo, dentre eles, um aumento da secreção de 

citocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias como: IL-6, IL-4, IL-10, TNF-α e IFN-γ. 

Adicionalmente, pesquisas indicam que fatores epigenéticos, como a metilação do 

DNA podem exercer influência direta no desenvolvimento e no agravo da doença 

(17-20). Entretanto, as formas de tratamento do DM2 se resumem na combinação 

de dois fatores, o uso de fármacos hipoglicemiantes, como a metformina, que por 

sua vez reduz os níveis glicêmicos provenientes do DM2 (192), bem como a 

inflamação (92, 93) e tem um possível efeito na modulação da metilação de DNA 

(193). E a prática adequada de exercícios físicos, visto que tais fatores podem de 

fato controlar e prevenir os agravos do DM2 (162, 163, 187, 189, 191).     
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4 – OBJETIVO 

 

 O objetivo central deste estudo consiste em analisar o efeito agudo do 

treinamento resistido sobre o perfil inflamatório e sobre a metilação do DNA em 

pacientes idosos com DM2 usuários de metformina. 

 

4.1 – OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

  

- Analisar a influência do treinamento resistido sobre as citocinas pro e anti-

inflamatórias entre os grupos diabéticos e controle. 

- Analisar a influência do treinamento resistido sobre a metilação do DNA entre os 

grupos diabéticos e controle. 
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5 – MATERIAL E MÉTODOS  

 

5.1 – DESENHO EXPERIMENTAL 

 

 O presente estudo foi um ensaio clinico com delineamento quasi-

experimental, no qual a amostra foi submetida a uma intervenção física experimental 

(treinamento resistido) implantada em pacientes com DM2 em uso de metformina e 

com um grupo controle. 

 

5.2 – AMOSTRA 

 

 O presente estudo foi composto por 23 idosos de ambos os sexos, divididos 

em: 13 pacientes com DM2 (D), controlados por drogas hipoglicemiantes (sempre 

com metformina) e 10 pacientes não diabéticos (ND). Todos os participantes foram 

acompanhados regularmente no nível de atenção básica pela unidade de saúde da 

rede pública da cidade de Cedro de São João (Sergipe, Brasil), onde recebiam todos 

os medicamentos para uso regular. Todos os voluntários assinaram o termo de 

consentimento livre e esclarecido (TCLE) para participação do estudo.  

Os critérios de inclusão consistiram em: a) ter idade igual ou superior a 60 

anos e b) não apresentar incapacidades físicas que dificultassem a locomoção. 

Foram excluídos os seguintes: a) voluntários com DM2 descompensada na 

avaliação inicial, ou b) tratados com insulina exógena (Figura 1). O estudo seguiu as 

recomendações da Declaração de Helsinki e foi aprovado pelo Comitê de Ética e 

Pesquisa da Universidade Federal em que o estudo foi realizado. 
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Figura 3. Desenho esquemático da distribuição amostral. 

 

5.3 – MEDIDAS ANTROPOMÉTRICAS  

 

Foi adotado o mesmo protocolo realizado por Morais Junior et al. (194) 

composto por: índice de massa corporal (IMC) em kg/m2, circunferência da cintura 

(CC) em cm, circunferência do quadril (CQ) em cm e a relação cintura-quadril 

(RCQ). Todas as medidas seguiram as recomendações para medidas 

antropométricas da Organização mundial da saúde (195). 

5.4 – PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 

 

Idosos inscritos na 
pesquisa 
(n=133) 

Idosos que se recusaram a participar do estudo = 78 
Idosos com limitações fisicas = 13 
Idosos com DM Tipo 1 = 9 

Idosos Recrutados 
(n=33) 

Excluídos = 5 

 (n=28) 

(D=15) (ND=13) 

Sessão Treinamento Resistido Abandono  = 6 

(D=13) (ND=9) 
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O experimento teve a duração de uma semana. No primeiro dia, foi realizado 

uma aula experimental com o objetivo de explicar os objetivos do presente estudo 

bem como os procedimentos que foram adotados. Após a explanação, foi estimada 

a zona de intensidade do esforço para cada sujeito, com base na frequência 

cardíaca de repouso (FCrep), seguida de uma familiarização da intervenção. Com 

um intervalo de 72 horas do primeiro encontro, foi realizada a intervenção física 

(treinamento resistido em circuito) e duas coletas sanguíneas pré- e pós-

intervenção.  

A intensidade do esforço foi controlada com o equipamento Polar Team® com 

software do mesmo fabricante. A zona de intensidade adotada na intervenção foi 

entre 60% a 70% (196) da frequência cardíaca de reserva, onde a FC máxima 

(FCmáx) foi estimada pela equação de Karvonen, enquanto para a FC de repouso 

(FCrep), foi adotado o mesmo protocolo proposto por Morais Junior et al. (194), onde 

a FC foi aferida após cinco minutos em total repouso, por fim a FCtreino foi estimada 

pela FCreserva multiplicada pela zona-alvo (60-70%) mais a frequência cardíaca de 

repouso (Figura 2).  

   

Figura 4: Cálculo da zona-alvo do treinamento. 

 

5.5 – TREINAMENTO RESISTIDO EM CIRCUITO 

 

Antes da realização do circuito foi realizado uma atividade de aquecimento 

com duração de cinco minutos, e foi composto por exercícios de mobilidade articular, 

englobando as articulações dos ombros, quadril e joelhos necessárias para a 

realização do circuito, com 15 repetições por articulação (194).   
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O circuito englobou exercícios de base fixa que alternavam por seguimentos 

corporais, consistindo de oito exercícios com duração de 40 minutos: cinco minutos 

de aquecimento, 30 minutos do circuito e cinco de volta a calma (recuperação). O 

circuito teve três sessões (40 segundos de exercício com 20 segundos de intervalo) 

e com um minuto de descanso entre as sessões (197). Ao longo da intervenção, 

pelo menos um profissional treinado estava presente em cada estação para garantir 

a integridade física dos voluntários e a execução adequada dos exercícios. A 

frequência cardíaca foi monitorada durante todo o experimento para garantir a 

conformidade com a zona de intensidade estipulada. A hidratação foi realizada ao 

final de cada sessão.  

Os exercícios adotados para cada estação foram: “remada”, realizada com 

Theraband, (Carci, São Paulo, Brasil), tensão extraforte, presas a uma estrutura fixa, 

“sentar e levantar de uma cadeira” adaptado por Rikli e Jones et al (198). “supino 

vertical”, realizada com Theraband, (mesmas especificações adotadas na estação 

remada), “agachamento terra” (exercício em que há predominância de movimentos 

de quadril), “rosca bíceps”, realizada com halteres (Polimet, Curitiba, Brasil) 3kg para 

homens e 2kg para mulheres (198), “agachamento com Gym Ball, (Mercur, Santa 

Cruz do Sul, Brasil)”, “tríceps com halteres” (adotados a mesma carga e 

especificações que na estação da “rosca bíceps”), “agachamento livre” (exercício em 

que há predominância de movimentos de joelho realizados apoiados em um bastão). 

A ordem do circuito é a mesma que os exercícios foram apresentados respeitando a 

configuração de alternado por segmento e priorizando os grandes grupos 

musculares, após a realização do circuito foi realizada uma atividade de volta a 

calma com duração de cinco minutos consistindo em exercícios respiratórios e de 

alongamento (194). 

 

5.6 – PROCEDIMENTO DE COLETA SANGUÍNEA 

 

Primeiramente, 5 ml de sangue total foram coletados em tubos contendo 

EDTA e distribuídos imediatamente em alíquotas de menos de 1 ml por tubo para os 

ensaios de metilação do DNA. Outros 5 ml de sangue total foram retirados e 

imediatamente centrifugados a 2500 rpm durante 15 minutos a 25°C para obter 
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plasma para avaliações glicêmicas e inflamatórias. Todas as amostras foram 

colhidas por profissionais de enfermagem treinados por punção venosa antes do 

circuito, bem como após o período de volta a calma, usando o sistema de vácuo, 

todas as amostras foram armazenadas a -20°C até as análises futuras. 

 

5.7 - CONTROLE GLICÊMICO E PERFIL INFLAMATÓRIO 

 

A glicemia de cada participante foi determinada por espectrometria usando 

uma reação enzimática (glicose oxidase), através do equipamento LabMax 240 e 

reagentes Labtest. Antes da análise foi realizado um procedimento de controle 

regular.  

O perfil inflamatório dos pacientes foi determinado com amostras de plasma 

previamente armazenadas, descongeladas em banho de gelo. As avaliações de 

citocinas foram realizadas por citometria de fluxo (modelo FACS Verse; BD 

Biosciences, San Jose, CA, EUA), utilizando o kit de citocinas Human Th1 / Th2 (BD 

Biosciences), e produzindo leituras para seis mediadores: interleucinas (IL) 2, 4, 6 e 

10, interferon gama (IFNγ) e fator de necrose tumoral (TNF). As reações seguiram o 

protocolo do fabricante, com curvas padrão geradas usando o mediador fornecido no 

kit. As pontuações foram estimadas por interpolação a partir da curva padrão. Todos 

os dados foram analisados utilizando o software FCAP, versão 3.0 (BD Biosciences). 

 

 

5.8 – EXTRAÇÃO E METILAÇÃO DE DNA 

  

 Das alíquotas de sangue previamente coletadas, foi realizada a extração de 

DNA usando o kit da Qiagen (kit QIAamp® DNA Blood Mini, QIAGEN, Alemanha), 

seguindo as orientações do fabricante. A quantificação das amostras de DNA foi 

realizada utilizando um espectrofotômetro NanoDrop Lite (Thermo Fisher Scientific®, 

São Francisco, EUA), as amostras de DNA foram armazenadas a -20°C para análise 

posterior. A partir do DNA previamente extraído, a proporção de DNA metilado nas 
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amostras foi estimada por meio do imunoensaio enzimático kit comercial 

MethylFlash® Kit de quantificação de DNA metilado colorimétrico (Epigentek, Nova 

York, EUA), seguindo as recomendações do fabricante. Os resultados expressam a 

porcentagem de DNA metilado (5-mC) na amostra de DNA total extrapolada a partir 

de uma curva padrão de valores de OD, traçados a partir de diluições de um DNA 

sintético positivo fornecido pelo kit. 

 

 

5.9 – ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

 Primeiramente, foi realizado o teste de Shapiro-Wilk para observar a 

distribuição dos dados. Para a antropometria, medidas glicêmicas e metilação, foi 

aplicado o teste t de Student para amostras independentes. Para o perfil 

inflamatório, foi realizado um ajuste logarítmico e a comparação entre os grupos foi 

realizada pelo teste de Mann-Whitney, e o teste de Wilcoxon foi realizado para as 

comparações entre momentos (pré e pós intervenção). Os dados com distribuição 

normalizada foram expressos como média, desvio padrão e intervalo de confiança, e 

dados não normalizados, por mediana e quartis. Todas as análises foram realizadas 

pelo software SPSS® versão 22, e as figuras foram construídas pelo software 

GraphPad® Prism, versão 5, com p ≤ 0,05 para todas as análises. 
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6 – RESULTADOS 

 

 Houve uma perda de amostra de um sujeito do grupo ND. Assim, a amostra 

final foi composta por D=13 e ND=9. As características antropométricas separadas 

por sexo estão descritas na Tabela 1, com uma diferença significativa para a 

estatura entre os sexos. Na Tabela 2 estão apresentadas as características 

antropométricas e bioquímicas separadas por grupos. Houve uma diferença 

significativa entre os valores basais de glicemia. Escores de metilação do DNA e 

outras características não diferiram entre os grupos. Além disso, a presença de 

hipertensão foi estatisticamente semelhante entre D (92,3%, n=2) e ND (77,8%, 

n=7). Com relação ao uso de hipoglicemiante oral, 69,2% (n=9) utilizaram apenas 

metformina enquanto os demais (30,8%; n=4) utilizaram simultaneamente a 

metformina e a glibenclamida. 

 

Tabela 1: Caracterização antropométrica da amostra por sexo. 

 Feminino (n=13) Masculino (n=9) 
P* 

Média ± DP IC Média ± DP IC 

Idade (anos) 66,8±3,8 64,5-69,1 70,2±6,1 65,5-74,9 0,116 

MC (kg) 68,2±16,4 58,3-78,1 68,6±6,3 63,7-73,4 0.945 

Estatura (m) 1,5±0,1 1,4-1,6 1,6±0,1 1,5-1,6 0,009 

IMC (kg/m²) 29,5±6,3 25,7-33,3 26,7±3,4 24,9-28,6 0,173 

CC (cm) 97,5±11,2 90,7-104,3 97±6,1 92,3-101,7 0,898 

CQ (cm) 102,7±10,5 96,4-109,1 98,7±3,5 96-101,3 0,210 

RCQ 0,9±0,1 0,9-1,0 0,9±0,1 0,9-1,1 0,226 

Legenda: IMC=Índice de Massa Corporal; CC=Circunferência da Cintura; 

CQ=Circunferência do Quadril; RCQ=Relação Cintura-Quadril QRMDNA=Quantidade 

relativa de DNA metilado. *p valor do Teste t de Student; IC=intervalo de confiança de 95%. 
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Tabela 2: Caracterização clínica e bioquímica basal dos grupos diabéticos e não 

diabéticos. 

 Não-Diabéticos (ND) Diabéticos (D) 
p* 

Média ± DP IC Média ± DP IC 

Idade (anos) 68,1±4,9 64,3-71,9 68,2±5,3 65,0-71,4 0,957 

MC (kg) 67,2±10,3 59,3-75,1 69,2±14,9 60,2-78,2 0,713 

Estatura (m) 1,5±0,1 1,5-1,6 1,6±0,1 1,5-1,6 0,761 

IMC (kg/m²) 28,2±4,3 24,9-31,5 28,5±5,9 25,0-32,1 0,888 

CC (cm) 93,8±6,5 88,8-98,7 99,8±10,4 93,5-106,1 0,141 

CQ (cm) 99,9±6,4 95,0-104,8 101,0±9,9 96,0-107,9 0,593 

RCQ 0,9±0,5 0,9-1,0 0,9±0,5 0,9–1,1 0,698 

Glicemia (mg/dL) 100,1±25,1 80,8-119,4 200,2±104,0 137,4-263,1 0,011 

QRMDNA 1,73±1,10 0,88-2,58 1,72±0,78 1,25-2,20 0,990 

Legenda: IMC=Índice de Massa Corporal; CC=Circunferência da Cintura; 

CQ=Circunferência do Quadril; RCQ=Relação Cintura-Quadril QRMDNA=Quantidade 

relativa de DNA metilado. *p valor do Teste t de Student; IC=intervalo de confiança de 95%. 

 

  

 A Figura 5 (A e B) apresenta as comparações entre os níveis medianos das 

seis citocinas inflamatórias, nos momentos pré e pós-intervenção. Apenas a IL-10 

apresentou diferença significativa na linha de base, com aumento da concentração 

no grupo D em relação ao ND. Comparações pós-intervenção mostraram que a 

diferença da linha de base não foi mantida, nem outras diferenças apareceram. 



52 
 

 

 

 

 

Figura 5: Comparação entre grupos das leituras absolutas das citocinas, em diferentes 

momentos de mensuração. 5A pré-intervenção e 5B pós-intervenção. * p=0,019. 

D=diabético; ND=não diabético. Medida central expressa em mediana e barras 

representando percentis da distribuição dos dados. 

 

No que diz respeito às comparações das concentrações absolutas das 

citocinas entre os momentos pré e pós-intervenção, as análises não revelaram 

diferenças (p>0,05). No entanto, a normalização dos dados (transformação 

logarítmica) revelou que o grupo D apresentou um aumento pós-intervenção na IL-6 
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circulante (p=0,035). Para o ND, não houve diferença entre os momentos para 

nenhuma das citocinas inflamatórias. 

 

 

Figura 6: Comparação de log-transformado para IL-6. *p=0,035 entre os momentos (pré e 

pós) intervenção para o mesmo grupo. D=diabético; ND=Não diabético. Medida central 

expressa em mediana, com barras representando os percentis da distribuição dos dados. 
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7 – DISCUSSÃO 

 

 Estudos mostram que os diabéticos tendem a apresentar maiores 

concentrações de citocinas pró-inflamatórias (199, 200) e um padrão diferenciado de 

metilação de DNA (22, 23) quando comparados com indivíduos saudáveis. No 

entanto, poucos estudos investigaram o efeito agudo do exercício sobre o estado 

inflamatório de indivíduos diabéticos submetidos ao uso de metformina. Assim, o 

presente estudo analisou o efeito agudo do treinamento resistido sobre o perfil 

inflamatório e sobre a metilação do DNA em pacientes idosos com DM2 usando 

esse medicamento. Os principais resultados consistiram em uma diferença 

significativa entre os grupos para os valores basais IL-10, com uma maior 

concentração no grupo D em relação ao ND. Observou-se também um aumento 

significativo na concentração de IL-6 com a intervenção para o grupo D e nenhum 

efeito foi observado na metilação total do DNA. 

 Sabe-se que a IL-6 em condições metabólicas propensas, aumenta e tende a 

resultar em um ambiente pró-inflamatório, devido à obesidade e o DM2 (14), 

entretanto a ação da IL-6 parece depender de uma liberação tecidual (201-203). Em 

nossas condições, o aumento observado da IL-6 parece estar de acordo com as 

evidências científicas em favor de um efeito anti-inflamatório quando a IL-6 é 

produzida pelo músculo (como miocina) (201, 204). Nestas condições, a liberação 

de IL-6 pós-exercício seria resultante de um mecanismo fisiológico específico para 

auxiliar na regeneração muscular, regulação do gasto energético e hipertrofia 

muscular (205, 206), além de ter um efeito anti-inflamatório geral quando não 

acompanhado pelo TNF e outros mediadores. Portanto, é possível que o aumento 

significativo da IL-6 após o exercício possa ter sido devido à produção do músculo 

esquelético, como uma adaptação fisiológica. Em favor da nossa suposição, 

evidências mostram que a IL-6 expressada isoladamente (como no exercício físico) 

pode apresentar propriedade anti-inflamatória (205). Juntos, esses achados 

permitem sugerir que o treinamento resistido produz marcadores inflamatórios 

agudos adaptativos entre idosos com DM2 (usando metformina), sendo que o 

mesmo não foi observado entre os pacientes não diabéticos. 

 As citocinas são importantes mediadores inflamatórios no DM2 (14). A IL-10 é 

um mediador com importantes propriedades anti-inflamatórias, diretamente 
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associadas ao diabetes e à obesidade (14, 16). Borowska et al (207) demonstraram 

que o tratamento com metformina está associado ao aumento das concentrações 

plasmáticas de IL-10, atenuando o perfil pró-inflamatório. Na presente pesquisa, 

uma diferença significativa foi encontrada entre os grupos no início do experimento, 

o que pode ser justificado como um possível efeito da metformina. Entretanto, o 

efeito agudo do treinamento resistido não parece aumentar o efeito já produzido pela 

metformina nessa amostra. Possivelmente, essa ausência de efeito está associada à 

intensidade e duração do exercício, já que evidências mostraram um aumento 

significativo da IL-6 e IL-10 após o exercício agudo em corredores após completar 

uma maratona (tempo médio: 3 h 26 min) (208, 209). 

 Existem evidências de que a metilação do DNA pode exercer um efeito sobre 

o desenvolvimento e complicações do DM2 (210, 211). Nossos achados sugerem 

que o protocolo de treinamento resistido aqui proposto não foi capaz de produzir 

respostas agudas na metilação do DNA. Entretanto Nitert et al (212) constataram 

que exercícios moderados e crônicos (6 meses) podem alterar o nível de metilação 

de genes como o receptor de adiponectina-1, receptor de bradicinina B2 e 

homólogos de tribble-1. Alterações epigenéticas podem ser moduladas por 

numerosos aspectos, como variações fenotípicas e do exercício físico (187). 

Portanto, é necessário realizar mais pesquisas envolvendo essa temática, a fim de 

compreender os possíveis efeitos (se houver) do exercício sobre o estado geral da 

metilação do DNA, de modo a otimizar o tratamento do DM2 (213). Além de 

compreender o efeito inibitório ou estimulatório do exercício sobre a metilação no 

DM2 Nitert et al (212), observaram que 134 genes foram alterados após 6 meses de 

exercício moderado, dese total 115 diminuíram e 19 mostraram um aumento 

significativo da metilação do DNA. 

 Existem poucas evidências de que o treinamento resistido possa causa 

mudanças epigenéticas (213). Portanto, se faz necessário aprofundar as pesquisas 

sobre o tema para permitir um entendimento sobre a extensão dos efeitos do 

exercício sobre o estado de metilação do DNA (global e / ou específico de 

sequência) (213), principalmente em um contexto de envelhecimento onde a 

polifarmácia é uma prática comum (214) e a influência de drogas (como a 

metformina, para citar uma) nos fenótipos induzidos pelo exercício não pode ser 

descartada. 
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8 – CONCLUSÃO 

 

 Nosso protocolo de treinamento resistido agudo mostrou-se eficaz em 

moderar os níveis séricos da IL-10 e aumentar em paralelo os níveis da IL-6 em 

pacientes idosos com DM2 usando metformina, sem tais efeitos observados em 

pacientes não diabéticos. Não foram observados efeitos da intervenção nos escores 

de metilação do DNA, independentemente do grupo. 
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Abstract 
Background and Aim: Inflammatory and methylation imbal- 
ances occur in patients with type 2 diabetes mellitus (T2DM). 
The aim of the present study was to analyze the effect of 
acute resistance exercise on the inflammatory profile and on 
DNA methylation of elderly patients with T2DM using met- 
formin. Methods: For this purpose, we enrolled 22 male and 
female older adults (68.2 ± 5.3 years), of whom 13 had con- 
trolled T2DM (D) under metformin use and 9 were nondia- 
betics (ND). All subjects underwent a neuromuscular circuit 
(8 exercises in 40 min, with each exercise performed in 3 sets 
of 40 s each and a 20-s interval between repetitions). Results: 
The main results indicated a significant difference between 
groups for baseline interleukin (IL)-10, with a higher concen- 
tration in the D group compared to the ND group (p = 0.019). 
An increase in IL-6 concentration after intervention was ob- 
served in group D (p = 0.035). No effect was observed in total 

DNA methylation within or between groups. Conclusions: 
The resistance training protocol applied in this study modu- 
lates the IL-10 and IL-6 concentrations in elderly people with 
T2DM and under metformin use, possibly as a result of phys- 
iological adaptations, with no effect on nondiabetic elderly. 
No effects on absolute levels of DNA methylation were ob- 
served. © 2019 S. Karger AG, Basel 

 
 
 

Introduction 
 

Aging is responsible for dysfunctions in the elderly, 
such as decreased muscle strength and bone mass, and 
increased risk of frailty and chronic musculoskeletal pain 
[1, 2], which may result in the inability to perform daily 
living activities [3]. Dysfunctions resulting from aging 
also increase the risk for obesity and chronic diseases such 
as hypertension and type 2 diabetes mellitus (T2DM) [1, 
4]. T2DM is presently the main metabolic disorder world- 
wide, resulting mostly from the deficiency of action of 
insulin, causing decreased uptake of glucose by the cells 

 
 

  

 

 
 

E-Mail karger@karger.com www.karger.com/nim 

© 2019 S. Karger AG, Basel 

D
ow

n
lo

ad
e

d 
by

: 
V

er
la

g 
S

. 
K

A
R

G
E

R
 A

G
, 

B
A

S
E

L 
1

72
.1

6.
7.

76
 - 

9/
27

/2
0

19
 1

1
:3

6:
04

 A
M

 

© Free Author 
Copy - for 
per- sonal use 
only 
ANY DISTRIBUTION OF 
THIS ARTICLE 
WITHOUT WRITTEN 
CONSENT FROM S. 
KARGER AG, BASEL IS 
A VIOLATION OF THE 
COPYRIGHT. 

Written permission to 
distribute the PDF will 
be granted against 
payment of a permission 
fee, which is based on 
the number of accesses 

 

 



76 
 

 

  

5]. This disease affects approximately 415 million people 
and can reach up to 642 million in 2040, older adults be- 
ing the most affected segment [6]. 

Evidence indicates that insulin resistance is associated 
with a nonspecific, low-grade activation of the immune 
system, promoting chronic subclinical inflammation, al- 
though the associated mechanisms are yet to be fully de- 
scribed [7, 8]. T2DM patients usually have differentiated 
levels of proinflammatory cytokines such as interleukin 
(IL)-6 and of anti-inflammatory mediators such as IL-4 
and IL-10, along with imbalance of other immune mark- 
ers such as tumor necrosis factor-α (TNF-α) and inter- 
feron-γ (IFN-γ) [9, 10]. In addition, other studies indicate 
that the development of T2DM is directly associated with 
epigenetic factors [11, 12], in the form of a differential 
pattern of DNA methylation [13, 14]. DNA methylation 
usually occurs by a covalent methyl addition on the car- 
bon ring of DNA-incorporated cytosines (yielding 5- 
methylcytosine, or 5-mC), found almost exclusively in the 
context of paired symmetrical dinucleotide CpG [14]. 
Different reports support that methylation plays a key 
role in human metabolism regulation as well as in the 
T2DM onset [15, 16]. Studies performed by Nilsson et al. 
[17] and Ribel-Madsen et al. [18] revealed a differentiated 
pattern of general methylation when muscle and adipose 
tissues of T2DM patients and control subjects are com- 
pared. Changes in the expression of energy metabolism 
pivotal genes have been described, mostly associated with 
the lower pancreatic β-cell proliferation and lessened in- 
sulin secretion, promoting T2DM [19, 20]. 

On top of that, studies suggest that cytokines may be 
directly associated with changes in epigenetic factors [21, 
22]. In vitro studies have shown that inflammatory me- 
diators such as IL-6 promote epigenetic changes in cells 
via the regulation of the methyltransferase gene in human 
cancer cells (HCT116/K562), resulting in an enhance- 
ment of the DNA methylation profile of genes associated 
with immune statuses [21, 23]. This scenario calls for a 
close look into the interplay between epigenetics and in- 
flammation to evaluate whether detrimental/vicious cir- 
cles are likely to take place in such complex setting. 

The clinical treatment of T2DM aims to control glyce- 
mia, blood pressure, and lipemic levels as well as to pre- 
vent complications (mostly vascular and neurological) of 
the disease, being basically of two nonexcluding forms: 
behavioral/lifestyle and pharmacological interventions. 
The first approach involves the adoption of regular prac- 
tice of physical exercise and dietary modifications [5, 24] 
to restore insulin sensitivity and energy balance. The lat- 
ter involves the use of drugs aiming to reduce glycemic 

levels such as the hypoglycemic metformin, which sup- 
presses hepatic gluconeogenesis [25]. 

Some studies have addressed the possible DNA meth- 
ylation effects of metformin use in clinical and experi- 
mental conditions [26, 27]. A body of evidence has now 
arisen [28, 29] showing that metformin promotes ge- 
nome-wide alterations in the pattern of DNA methyla- 
tion and in a variety of human cells (carcinogenic or not), 
possibly by mechanisms related to the accumulation of S-
adenosylmethionine, the universal methyl donor for 
epigenetic modifications. Thus, literature shows metfor- 
min as an agent with potential to enhance the disruptive 
profile of methylation on the human DNA that already 
takes place with the inflammaging. 

Although there is an understanding that diabetic pa- 
tients submitted to different physical exercise protocols 
(cardiovascular or resistance, for example) and with dif- 
ferent intensities (moderate to high) present an increase 
in insulin sensitivity and an effective reduction in blood 
pressure and anthropometric characteristics [30, 31], the 
debate on the physiological adaptations that are carried 
out in the organism to allow these benefits remains. In 
view of the above, the aim of the present study was to 
analyze the inflammatory profile and the pattern of DNA 
methylation of circulating biological samples from elder- 
ly patients with T2DM under metformin use who were 
submitted to a short-term neuromuscular exercise proto- 
col, having assessed equivalent parameters from normal, 
euglycemic subjects assayed in parallel. 

 
Materials and Methods 

Study Design 
The present study had a quasi-experimental cross-sectional de- 

sign, in which the sample was submitted to experimental (resis- 
tance training) physical intervention implemented with T2DM pa- 
tients using metformin and with control subjects. 

Sample 
The present study was composed of 22 elderly men and women, 

with 13 patients diagnosed with and treated for T2DM for at least 
1 year (D), controlled by hypoglycemic drugs (always including 
metformin), whereas the remaining 9 participants were nondia- 
betic, euglycemic patients (ND). All participants were sedentary 
until recruited to the study, and were followed regularly by the 
same primary care unit from the public health system of the Cedro 
de São João city (state of Sergipe, Brazil), where patients received 
all the medication for regular use. All volunteers signed the con- 
sent form for participation. The inclusion criteria consisted of: (a) 
being ≥60 years old, and (b) not having physical disabilities that 
would hinder locomotion. The following were excluded: (a) vol- 
unteers with decompensated T2DM at evaluation, or (b) treated 
with exogenous insulin (Fig. 1). 
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Fig. 1. A schematic drawing of the sample. 
D, diabetic; ND, nondiabetic. 

 
 

Anthropometric Measures 
As in Morais Junior et al. [32], the body mass (kg) and height 

(m) as well as the waist and hip circumferences (cm) were deter- 
mined, with the body mass index (kg/m2) and the waist-to-hip 
ratio duly determined in accordance with the recommendations of 
the World Health Organization [33]. 

Experimental Procedures 
The protocol adopted by Morais Junior et al. [32] was repro- 

duced herein. Briefly, on the first visit, an experimental session was 
held to explain the aims and the procedures of the study. Also, the 
intensity of the effort, the resting heart rate (RHR) and level of fa- 
miliarization with the intervention were estimated, along with a 
first, pre-exercise blood draw. The intervention (resistance train- 
ing circuit) was performed 72 h later together with the pre- and 
postexercise blood draw. The effort intensity (60–70%) was con- 
trolled by the reserve heart rate (HRRes; Polar Team II®, Polar, 
Kempelle, Switzerland) [34], with the maximum HR (HRmax) esti- 
mated by the Karvonen equation (HRmax = 220 – age) and the RHR 
as described elsewhere [32]. 

Circuit Training 
The resistance training circuit encompassed fixed base exer- 

cises that alternated body parts, consisting of eight exercises lasting 
40 min: 5 min of warm-up, 30 min from the circuit and 5 min of 
cooling down (recovery). The circuit had three sets (40 s of exercise 
with 20 s of interval) with 1 min between exercises [35]. Through- 
out the intervention, at least one trained professional was present 
at each station to ensure the volunteers’ physical integrity and 
proper exercise execution. Heart rate was monitored throughout 
the experiment to assure compliance to the intensity zone stipu- 
lated. Hydration was stimulated at the end of each exercise round. 
The exercises adopted in the circuit as well as the warm-up and 
cooling down procedures were described by Morais Junior et al. 
[32]. 

Blood Collection Procedures 
First, 5 mL of whole blood was collected in tubes containing 

EDTA and immediately distributed in aliquots of less than 1 mL 
per tube for DNA methylation assays. Another 5 mL of whole 
blood were drawn and immediately centrifuged at 2,500 rpm for 
15 min at 25 °C to obtain serum for glycemic and inflammatory 
assessments. All samples were drawn by trained nursing profes- 
sionals by venipuncture before the circuit as well as after the cool- 
ing down period, using the vacuum system, with all samples stored at 
–20 °C until further analysis. 

Blood Glucose Control and Inflammatory Profile 
Glycemia of each participant was determined by spectrometry 

using enzymatic reaction (glucose oxidase), the 240 LabMax 
equipment, and Labtest reagents. Before analysis, regular control 
procedure was carried out. The inflammatory profile of patients 
was determined with the serum samples previously stored, thawed on 
ice bath. Cytokine assessments were performed by flow cytom- etry 
(FACS Verse model; BD Biosciences, San Jose, CA, USA), us- ing 
the Human Th1/Th2 cytokine Kit (BD Biosciences), and yield- ed 
readings for six mediators: IL-2, 4, 6, and 10, IFN-γ, and TNF. 
Reactions were performed following the manufacturer’s protocol, 
with standard curves generated using the mediator provided in the 
kit. Scores were estimated by interpolation from the standard 
curve. All data were analyzed using FCAP software, version 3.0 
(BD Biosciences). 

DNA Extraction and Methylation 
From blood aliquots, DNA extraction was performed using the 

Qiagen kit (QIAamp® DNA Blood Mini Kit, QIAGEN, Germany), 
following the manufacturer’s guidelines. Quantification of the 
DNA samples was performed using a NanoDrop Lite spectropho- 
tometer (Thermo Fisher Scientific®, San Francisco, CA, USA), the 
DNA samples were stored at –20 °C for further analysis. From the 
previously extracted DNA, the proportion of methylated DNA in 
the samples was estimated by means of the commercial kit enzyme 
immunoassay MethylFlash® Methylated DNA Quantification Kit 
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Type 1 diabetes mellitus people (n = 9) 
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Table 1. Baseline clinical and biochemical characteristics of diabetic and nondiabetic groups 
 

Nondiabetic Diabetic pa 

 mean ± SD 95% CI  mean ± SD 95% CI 

Age, years 68.1±4.9 64.3–71.9  68.2±5.3 65.0–71.4 0.957 
Body mass, kg 67.2±10.3 59.3–75.1  69.2±14.9 60.2–78.2 0.713 
Height, m 1.5±0.1 1.5–1.6  1.6±0.1 1.5–1.6 0.761 
BMI, kg/m2 28.2±4.3 24.9–31.5 28.5±5.9 25.0–32.1 0.888 
WC, cm 93.8±6.5 88.8–98.7 99.8±10.4 93.5–106.1 0.141 
W-H ratio 0.95±0.05 0.91–0.99 0.98±0.05 0.95–1.01 0.698 
Glucose, mg/dL 100.1±25.1 80.8–119.4 200.2±104.0 137.4–263.1 0.011 
RAMDNA, % 1.73±1.10 0.88–2.58 1.72±0.78 1.25–2.20 0.990 

CI, confidence interval; BMI, body mass index; WC, waist circumference; W-H, waist-to-hip; RAMDNA, 
relative amount of methylated DNA. a Student’s t test. 

 
 

Colorimetric (Epigentek, New York, NY, USA), following the 
manufacturer’s recommendations. Results express the percentage 
of methylated DNA (5-mC) in the total DNA sample extrapolated 
from a standard curve of OD values plotted from dilutions of a 
synthetic, positive DNA provided. 

Statistical Analysis 
First, the Shapiro-Wilk test was performed to observe data dis- 

tribution. For the anthropometry, glycemic, and methylation mea- 
sures, Student’s independent t test was applied. For the inflamma- 
tory profile, logarithmic adjustment and analysis by the Mann- 
Whitney test were performed for comparisons between groups, 
and the Wilcoxon test for measurement comparisons. Data with 
normalized distribution were expressed as mean, standard devia- 
tion, and confidence interval, and nonnormalized data by median 
and quartiles. All analyses were performed by SPSS® software ver- 
sion 22. Figures were constructed by GraphPad® Prism software, 
version 5, with p ≤ 0.05 for all analyses. 

 

Results 
 

The baseline clinical and biochemical characteristics 
of the D and ND samples are described in Table 1. As ex- 
pected, there was a significant difference between groups 
in terms of glycaemia values, whereas DNA methylation 
scores and other characteristics did not differ at study on- 
set. It is worth noticing that presence of hypertension was 
statistically similar between D (92.3%, n = 12) and ND 
(77.8%, n = 7), losartan being the drug used in all cases. 
Regarding the use of oral hypoglycemic, 69.2% (n = 9) 
used metformin alone, while the others (30.8%; n = 4) 
used metformin and glibenclamide simultaneously. 

Figure 2 presents the median levels of six inflamma- 
tory cytokines before and after intervention. Only IL-10 
showed a significant difference across groups at baseline, 

with increased concentration in group D compared to 
ND. Postintervention comparisons showed that the dif- 
ference noticed on baseline vanished, and differences in 
no other cytokine levels appeared. 

Regarding comparisons of absolute concentration of 
cytokines between pre- and postintervention time points 
(Fig. 3), analyses revealed no differences (p > 0.05). How- 
ever, data normalization (log transformation) revealed 
that group D exhibited a postintervention increase in cir- 
culating IL-6 (p = 0.035). In the ND group, no difference 
between time points was observed for any of the inflam- 
matory cytokines. 

 

Discussion/Conclusion 
 

Studies show that diabetics tend to present a pro- 
nounced proinflammatory milieu [36, 37] as well as a dif- 
ferentiated pattern of DNA methylation [15, 17] when 
compared to normal euglycemic subjects. However, few 
studies have investigated the acute effect of exercise on the 
inflammatory and epigenetic statuses of diabetic subjects 
who undergo metformin use. Thus, the present study ana- 
lyzed the effect of acute resistance training on the inflam- 
matory profile and on DNA methylation in elderly patients 
with T2DM using this exact principle. The main results 
consisted of a significant difference between groups for 
baseline circulating IL-10, with a higher concentration in 
group D compared to group ND. It was also observed that 
physical exercise allows concentrations in group D to 
match the readings among ND individuals. An increase in 
IL-6 concentration with intervention was also observed in 
group D. No effect was observed in total DNA methylation. 
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Fig. 2. Between-group comparison of abso- 
lute cytokine readings recorded before (a) 
and after (b) intervention. * p = 0.019. D, 
diabetic; ND, nondiabetic. Central mea- 
sure is expressed as median and the bars 
represent minimum and maximum values 
(amplitude) of the data distribution. 

 
 
 

Cytokines are important mediators of the inflamma- 
tion related to T2DM [8]. IL-10 is a mediator with im- 
portant anti-inflammatory properties, directly associat- 
ed with diabetes and obesity [8, 10]. Borowska et al. [38] 
demonstrated that treatment with metformin is associ- 
ated with increased plasma concentrations of IL-10, thus 
attenuating the proinflammatory milieu. In our study, an 
agreeing inequity in IL-10 was found between groups at 
baseline, probably related to this metformin-triggered IL-
10 production. However, the acute effects of resis- 
tance training do not seem to enhance (being actually the 
suppressant of) the phenomena at stake. Possibly, this 
absence of effect is associated with exercise intensity and 
duration, since studies that observed increased IL-10 af- 
ter the acute exercise were performed in runners after 
completing a marathon (mean time: 3 h and 26 min) [39, 
40]. 

IL-6 is known to increase in metabolic conditions 
prone to triggering a proinflammatory milieu such as 
obesity and T2DM [8]. However, the action of IL-6 ap- 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 3. Comparison of log-transformed IL-6 values. * p = 0.035 vs. 
preintervention time point for the same group. D, diabetic; ND, 
nondiabetic. Central measure is expressed as median of values, 
with bars representing minimum and maximum values (ampli- 
tude) of the data distribution. 
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pears to depend on the tissue of release [41–43]. In our 
conditions, the observed IL-6 increase seems to be in 
line with scientific evidence in favor of an anti-inflam- 
matory effect when IL-6 is produced by the muscle (as 
myocin) [43, 44]. Under these conditions, postexercise 
IL-6 release would be the result of a specific physiologi- 
cal mechanism to aid muscle regeneration, energy ex- 
penditure regulation, and muscle hypertrophy [45, 46], 
apart from having a general anti-inflammatory effect 
when unaccompanied by TNF and other mediators. 
Therefore, it is possible that the significant increase in 
IL-6 following exercise may have derived from the skel- 
etal muscle as a general physiological (humoral) adapta- 
tion. In favor of that assumption, findings show that 
IL-6 expressed alone (as in physical exercise) may pres- 
ent an anti-inflammatory property [46], overtaking a 
role primarily assumed by IL-10 when in a context of 
sedentary behavior. Together, these findings allow us to 
suggest that resistance training produces an acute adap- 
tation on inflammatory markers of diabetic older adults 
(using metformin), with the same behavior absent from 
euglycemic counterparts. 

There is evidence that methylation (possibly triggered 
by inflammation) exerts an effect on the onset and evolu- 
tion of T2DM [47, 48], and that metformin itself produc- 
es extensive, genome-wide modifications on the pattern 
of DNA methylation. Nonetheless, our findings do not 
support a correlation between levels of inflammatory me- 
diators and methylation (analyses not shown) or suggest 
that resistance training was not able to produce acute re- 
sponses in DNA methylation in either D or ND subjects. 
However, Nitert et al. [49] found that exercise performed 
constantly (6 months) under moderate intensity may al- 
ter the methylation level of genes as adiponectin recep- 
tor-1, bradykinin receptor B2, and tribbles homolog-1, 
having observed that 134 genes in total were altered (115 
with decreased and 19 with increased methylation). There 
is little controversy that epigenetic changes can be pro- 
duced by exercise [50]. Therefore, it is necessary to carry 
out further research to allow an understanding of the ex- 
tent of the effects from exercise on the methylation status 
of DNA (global and/or sequence-specific) [51], especially 
in an aging context where polypharmacy is a common 
practice [52] and the influence of drugs (as metformin, to 
name one) on exercise-induced phenotypes cannot be 
ruled out. 

Our study has some limitations. First, we did not per- 
form a power calculation before starting the study, and 
the small sample size could be considered a shortcoming. 
Second, a short-term intervention may fail unveiling ef- 

fects only observable in the long run. Studies such as ours 
should indeed be reproduced with larger sample sizes as 
well as for different periods of intervention to yield sup- 
port (or not) to the findings described herein. It would 
also be desirable to monitor groups with no exercise to 
control analyses for variations in the studied markers re- 
sulting from factors unrelated to the intended interven- 
tion. 

Our study provides preliminary evidence that a re- 
sistance training protocol can be effective in moderat- 
ing IL-10 serum levels while increasing IL-6 titers in 
parallel among elderly patients with T2DM using met- 
formin, with no such effects observed in nondiabetic 
older adults. No effects of the intervention on the scores 
of DNA methylation were observed, independent of the 
group. 
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