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RESUMO

Introducao: estudos epidemiol6gicos apontaram diferentes fatores protetores e de
risco para morbidades cardiovasculares incluindo varidveis ambientais como a
atividade fisica (AF) e genéticas como o polimorfismo G894T da enzima 6xido nitrico
sintetase endotelial (NOS3/eNOS). Objetivos: investigar a interacdo entre AF
cotidiana e o polimorfismo G894T da NOS3 em idosos que vivem em Gravatai-RS
com fatores de risco e morbidades cardiovasculares. Material e métodos: estudo
observacional no qual 437 idosos foram avaliados para determinagdo do
polimorfismo G894T do G894T da NOS3 através da técnica de PCR-RFLP com a
enzima de restricdo Ban Il. Destes, 174 foram avaliados quanto ao nivel de AF pelo
International Physical Activity Questionnary (IPAQ) e historia prévia de fatores de
risco e morbidades cardiovasculares. Na analise estatistica, foram utilizados os
testes qui-quadrado ou Exato de Fisher, analise de variancia One-Way seguida de
teste post hoc de Bonferroni ou teste Student t. Resultados: as freqiéncias alélicas
e genotipicas nos 437 individuos foram: G= 0,655, T= 0,345 e GG = 38,8% (169),
GT= 53,3% (234) e TT= 7,8%(34); ja no grupo dos 174 individuos foram: G= 0,672,
T= 0,328 e GG= 39,7% (69), GT= 54,6% (96) e TT= 5,7% (09). As frequéncias
estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg sendo similares as descritas para
populacdes caucasianas. A prevaléncia do nivel de AF foi: SA= 78,0% (136) e |1A=
22,0% (38). A prevaléncia dos fatores de risco e morbidades cardiovasculares foi
similar entre os grupos SA e |IA e entre os idosos com diferentes genétipos da NOS3
com excecao da obesidade que foi significativamente maior em portadores de pelo
menos um alelo T (RC= 2,947; 1C95%= 1,519-5,718). Através da analise da
interacdo entre AF e o polimorfismo (feita somente em idosos AS), verificou-se a
manutencdo da associacao entre o alelo T e maior prevaléncia de obesidade (RC=
3,866; IC95%= 1,777-8,412) e entre o alelo T e menor prevaléncia de hipertensao
arterial sistémica (RC= 0,110; 1C95%= 0,012-0,960). Conclusao: os resultados
obtidos sugerem a existéncia de interagcdo entre o polimorfismo G894T da NOS3

com AF.

Palavras-chave: 6xido nitrico, doenca cardiovascular, atividade fisica.



ABSTRACT

Introduction: epidemiological studies have shown the cardiovascular disease risk
and protective factors, including environmental variables, such as physical activity,
and genetic variables, such as G894T polymorphism present in endothelial oxide
nitric sinthase (NOS3). Objectives: to investigate the interaction between physical
activity and G894T polymorphism of NOS3 gene in a free living elderly community
with risk factor indexes and cardiovascular morbidities. Material and methods: an
observational study was performed, at first, on 437 elders in order to determine the
G894T NOS3 polymorphism allelic and genotype frequencies. From that initial group,
174 subjects were physically evaluated using the International Physical Activity
Questionnaire (IPAQ), as well as their previous history of cardiovascular risk and
morbidities. The elderly were classified in sufficiently (SA) and insufficiently actives
(IA). NOSS3 polymorphism was determined by Polymerase Chain Reaction technique
followed by the Restriction Fragment Length Polymorphism technique using Ban |l
restriction enzyme. Statistical analyses were performed using chi-square test, Fisher
Exact test, One-Way variance analysis followed by post hoc Bonferroni test or
Student t test. Results: allelic and genotypic frequencies in the 437 subjects were:
G= 0,655, T= 0,345 e GG= 38,8% (169), GT= 53,3% (234) e TT= 7,8% (34); in the
group of 174 subjects they were: G= 0,672, T= 0,328 and GG= 39,7% (69), GT=
54,6% (96) e TT= 5,7% (09). Both groups presented genetic frequencies in Hardy-
Weinberg equilibrium, being similar to those described for Caucasian populations.
Physical activity prevalence was: SA= 78,0% (136) and |A= 22,0% (38). The
prevalence of cardiovascular risk factors and morbidities were similar between SA
and IA groups with different NOS genotypes, with the exception of obesity, which was
significantly higher for carriers of at least one T allele [Odds ratio (OR)= 2,947,
Confidence Interval at 95% (CI95%)= 1,519-5,718]. Interaction analysis between
physical activity and the NOS3 polymorphism was performed only in SA group
subjects due to the low sample number of individuals in the IA group. In addition to
the association of the T allele and the higher prevalence of obesity (OR= 3,866,
Cl95%= 1,777-8,412), it was observed some positive associations between T allele
and lower Systemic Arterial Hypertension prevalence (OR= 0,110, Cl 95%= 0,012-



0,960). Conclusion: results suggest interaction between physical activity and the
G894T polymorphism.

Key words: nitric oxide. cardiovascular disease. physical activity.
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1 INTRODUCAO

Doencas cardiovasculares sdo a principal causa de morbi-mortalidade no
mundo ocidental. Por tal motivo, estudos sobre os mecanismos fisiopatoldgicos
envolvidos com a sua etiologia sdo de grande relevancia, incluindo a identificagao e

regulacao de moléculas-chave como € o caso do 6xido nitrico (NO).

A relevancia da regulacao do NO no sistema cardiovascular tem motivado um
namero cada vez mais expressivo de pesquisadores a investigar se os polimorfismos
genéticos da enzima 6xido nitrico sintase endotelial (NOS3 ou eNOS), que é a
enzima que catalisa a sua sintese no endotélio vascular, estariam associados a
doengas cardiovasculares. Entre estes polimorfismos esta o G894T localizado no
exon 7 do gene da NOSS3, cujo alelo T leva a producéo sub-6tima dos niveis de NO.
A relevancia desta condicdo é justificada porque uma das caracteristicas primarias
relacionadas com a disfuncéo endotelial € a queda nos niveis de produgédo de NO.

Apesar da plausibilidade biolégica da associacdo entre o polimorfismo, da
NOS3 e o aumento da suscetibilidade a aterosclerose e por conseqgiéncia de
doencas cardiovasculares nem todos os estudos tém observado associagao positiva
entre o polimorfismo e tais morbidades. Esta controvérsia nos resultados leva a
sugestdo da existéncia de fatores intervenientes no processo, sejam estes genéticos

ou ambientais.

Como a molécula de NO é pleiotrdpica, ou seja, possui multiplas funcgdes,
além da modulacédo da vasodilatacdo, como é o caso do seu papel na inibicdo da
agregacao plaquetaria, funcao imune, crescimento celular, neurotransmissao,
regulacao metabdlica, sua regulacdo € complexa e possivelmente influenciavel tanto

por fatores intrinsecos ao organismo quanto por fatores extrinsecos.

Possivelmente um dos fatores que pode atuar sobre a modulacdo da éxido
nitrico sintase (NOS), e por consequiéncia na producéo de NO, € a atividade fisica.
Esta afirmacdo estd baseada em estudos epidemiol6gicos que mostram que a
atividade fisica regular e moderada possui efeitos benéficos ao sistema
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cardiovascular, incluindo a restauracao da disfuncdo do sistema vascular endotelial

via aumento na producéo de NO.

Cabe salientar que nos seres humanos, além da expressdao da NOS3 na
célula endotelial a NOS3 é encontrada na musculatura lisa, cardiaca, no trato
reprodutivo de homens e mulheres e no cérebro. Adicionalmente a NOS neural
(NOS1 ou nNOS) é expressa no cérebro, medula espinhal, ganglios simpaticos,
nervos periféricos, pancreas, células epiteliais do estébmago, pulmdes, Utero e

musculos esqueléticos.

A partir de uma perspectiva funcional o beneficio da atividade fisica pode se
estender ao controle hemodindmico e metabdlico causado pelo exercicio. As
adaptacoes decorrentes deste processo podem contribuir nos efeitos preventivos e
terapéuticos associados a atividade fisica que sdo amplamente descritos na
literatura.

Com base neste quadro um questionamento em aberto € se a interacao entre
atividade fisica de idosos, com a saude controlada e socialmente ativos, que,
portanto, ja possuem um estilo de vida bem estabelecido, poderia estar
influenciando a prevaléncia de fatores de riscos classicos e doengas
cardiovasculares (angina pectoris e infarto agudo do miocardio (IAM)).

O estudo aqui apresentado se propds a contribuir na resposta deste

guestionamento.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ENVELHECIMENTO POPULACIONAL, DOENGCAS CARDIOVASCULARES E
SEUS FATORES DE RISCO

A melhoria das condicées de vida da populagdo que ocorreu no século XX
tanto em paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento trouxe como
consequUéncia epidemiolégica modificagbes na prevaléncia e incidéncia de
morbidades crbnicas nao-transmissiveis como é o caso das doencas
cardiovasculares. As doencas crénicas figuram como principal causa de mortalidade
e incapacidade no mundo, sendo responsaveis por 59% dos 56,5 milhdes de dbitos

anuais. Sao os chamados agravos nao-transmissiveis.'?

O aumento da morbi-mortalidade por doengas cardiovasculares deve-se, em
grande parte, ao aumento no numero de idosos na populagdo devido a queda da
mortalidade infantil e da fecundidade, o que levou a sobrevivéncia de um nuamero
cada vez maior de pessoas. Assim, hoje a expectativa de vida média do brasileiro do
sexo masculino é de 65,7 anos e do sexo feminino de 72,3 anos.® Porém, como a
expectativa de vida é uma estimativa puramente demografica, a Organizacao
Mundial da Saude (OMS, 2004) criou um novo indicador denominado Expectativa de
Vida Saudavel da Populacdo (em Inglés, Healthy Life Expectancy, HALE)* que é
baseado na expectativa de vida, mas também inclui um ajuste associado as
condi¢des de saude. Este indicador mede o niumero equivalente de anos em que se
espera que um individuo permanecga sem nenhum tipo de doenca. No Brasil, o HALE
para o sexo masculino é de 57,2 anos de idade e do sexo feminino de 62,4 anos de
idade. Ou seja, estima-se que 50% dos individuos com estas idades ja apresentem

pelo menos um tipo de doencga crbénica nao-transmissivel.

No caso, uma grande parcela de morbidades que estao associadas ao indice
HALE estdo relacionadas de modo direto ou indireto com o risco de doencas
cardiovasculares (DCVs), como a hipertensao e a diabetes do tipo 2.
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Hoje, estima-se que as doencas cardiovasculares causem 16,7 milhées de
mortes em todo o mundo a cada ano, ou seja, 29,2% do total global de mortes,
destas, 7,2 milhdes sao devido a doenca cardiaca isquémica, 5,5 milhdes a doenca
cérebro-vascular e ainda 3,9 milhdes por hipertensdo ou outras doencgas cardiacas.
Muitos dos riscos primarios das doencas cardiovasculares, tais como, dieta pouco
saudavel, inatividade fisica e tabagismo podem ser facilmente combatidos. O simples
acumulo destes habitos pouco saudaveis mata mais de 12 milhdes de pessoas a
cada ano, segundo estimativas da Organizacdo Mundial da Saude.®

Além disto, aumenta em muito a carga mérbida nos individuos por apresentar
um alto potencial de causar incapacidade, como as sequelas de infarto do miocardio,
insuficiéncia cardiaca, AVC, amputagdes de membros inferiores por necrose, etc.’

Projecbes para o ano 2020 estimam que as DCVs permanegam como causa
principal de mortalidade e incapacidade, sendo que atualmente, as regides em
desenvolvimento ja contribuem mais marcadamente sobre o 6nus da DCV que as
desenvolvidas.® Pelo grande significado epidemiolégico que as DCVs passaram a
ter, principalmente neste ultimo século, e por se tratar de doengcas com etiologia
multifatorial, a identificacdo de fatores de riscos cardiovasculares comecou a ser feita
a partir da implementacdo do estudo longitudinal de Framingham ha mais de 55
anos, nos Estados Unidos. Como pontua Polanczyk:’

Parece inconcebivel, mas antes do estudo de Framingham, a maioria dos
médicos acreditava que aterosclerose era um processo de envelhecimento
inevitavel, a hipertensdo arterial um resultante fisiol6gico deste processo
que auxiliava o coragcdo a bombear o sangue pelas artérias com limen
reduzido. (p. 199).

Framingham deu origem a mais de 1.000 publicagdes ao longo das ultimas
décadas, para um entendimento detalhado e aprofundado das caracteristicas
individuais e ambientais relacionadas com maior probabilidade de doenca cardiaca,
estudos estes que confirmaram a importancia do que hoje sao denominados fatores

de risco convencionais ou classicos para doencas cardiovasculares.

Estes fatores de risco, extrinsecos ou intrinsecos, sdo conhecidos e

correntemente utilizados em programas de promoc¢ao de saude e prevencao das

DCVs como:3%'° (1) fatores hereditarios, que sdo identificados quando o individuo
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possui familiares (pais ou irmaos) com doencgas cardiovasculares em idade igual ou
menor que 55 anos no caso dos parentes masculinos e com idade igual ou menor a
60 anos caso forem do género feminino. (2) o género também é um fator de risco
reconhecido, uma vez que individuos do sexo masculino sdo mais suscetiveis as
doencas cardiovasculares em relacdo as mulheres na fase fértil. Ap6s a menopausa
ocorre aumento de doencas cardiacas nas mulheres, que passam a ter um risco
equivalente ao dos homens. (3) a idade também é um fator de risco importante, visto
que doencas cardiovasculares sdo mais prevalentes em individuos com idade > 50-
60 anos; (4) etnia também esta associada a doencas cardiovasculares pela
ocorréncia de fatores de riscos preponderantes em uma etnia em relacao a outra. No
caso da etnia africana existe um risco elevado de ocorréncia de hipertensao arterial
sistémica em relacdo a caucasiana. Estudos recentes mostram também que grupos
latinos (por exemplo, mexicanos) possuem um menor risco de doencga hipertensiva
do que negros e caucasianos. Por outro lado possuem mais risco de apresentarem
hipercolesterolemia, diabetes mellitus tipo 2 e obesidade;'" (5) tabagismo implicado
na génese da aterosclerose, especialmente quando associada a outros fatores de
risco como a hipertensdo e as doencas coronarianas e cérebro-vasculares; (6) a
hipertensdo arterial sistémica € um dos grandes fatores de risco de doencas
cardiovasculares, ocorrendo aumento da sua prevaléncia associada ao estilo de vida
e a propria idade do individuo; (7) dislipidemias, principalmente hipercolesterolemia
também sdo conhecidas como fatores de risco cardiovascular e seu controle é de
extrema importancia, principalmente para diminuir eventos ateroscleréticos. E
importante ressaltar que o colesterol é transportado no sangue por proteinas com
afinidade as gorduras, as lipoproteinas. Elas podem ser de dois tipos, as de baixa
densidade, também chamadas de VLDL (Very Low Density Lipoprotein) e LDL (Low
Density Lipoprotein) e as de alta densidade, também chamadas de HDL (High
Density Lipoprotein). Existe uma forte associacdo positiva entre as doengas
coronarias e o LDL e uma relacao inversamente proporcional entre estas doencas e
o HDL; (8) a diabetes mellitus tipo 2 também é um grande fator de risco para DCVs
em funcdo da hiperglicemia. Esse aumento ocorre porque a insulina, o horménio
que atua na absor¢ao da glicose pelas células (transporte da glicose para dentro da
célula), é produzido de forma insuficiente, ndo é produzido ou nao funciona de forma
correta. Individuos diabéticos do tipo 2 possuem um risco maior de doenca

aterosclerotica, incluindo doenga coronariana, acidente vascular cerebral e doenca
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vascular periférica; (9) o excesso de peso (obesidade) também esta associado ao
aumento do risco de DCVs. A obesidade exige um maior esforgo cardiaco além de
estar correlacionada com a etiologia de outros fatores de risco com destaque a
hipertensao arterial sistémica, hipercolesterolemia e diabetes do tipo 2. A obesidade
ainda apresenta algumas caracteristicas que sao importantes para a sua
repercussao e seus riscos dependendo do segmento corporal em que ocorre 0
acumulo do tecido adiposo. Assim a obesidade pode ser classificada em: (i) difusa
ou generalizada; (ii) obesidade andréide ou troncular (centripeta) onde o paciente
apresenta uma forma corporal similar a forma de uma “maca”. Este tipo de
obesidade esta mais relacionado com deposicdo de gordura visceral e apresenta
uma forte associacao com DCVs e outros fatores de risco; (iii) obesidade ginecéide
na qual a deposi¢do de gordura localiza-se no quadril fazendo com que a estrutura
corporal fique semelhante a uma “péra”. Este tipo de obesidade estd mais associado
ao risco de artrose e doenca arterial periférica; (10) sedentarismo também é um fator
de risco cardiovascular de grande relevancia. Estudos longitudinais desenvolvidos
principalmente a partir da década de 50 acabaram por descobrir que fatores
relacionados ao estilo de vida da populacdo poderiam representar risco para o
desenvolvimento destas doencas. Entre estes, o estilo de vida sedentario é hoje
considerado risco para muitas morbidades associadas ao envelhecimento como é o
caso das doencas cardiovasculares, cancer de mama e préstata, depressao,

osteoporose assim como parece ser risco de mortalidade.'®

Como os principais fatores de risco podem ser intensificados ou atenuados
pela interagdo com outros fatores genético-ambientais, estudos epidemioldgicos de
populacdes diferenciadas sdo de grande relevancia. Até recentemente os dados
epidemioldgicos de referéncia utilizados no Brasil eram 0s norte-americanos ou
provenientes da Europa ocidental. Entretanto, nestes ultimos anos estudos
populacionais tém permitido a construcdo de um panorama epidemiolégico
cardiovascular brasileiro. O interessante € que foram identificadas diferencas em

relagéo a populacdo americana, que merecem ser comentadas.

Estudos brasileiros sobre o padrao de mortalidade por DCVs mostraram que
os coeficientes de mortalidade por IAM e acidente vaso cerebral (AVC), especificos
por idade, em regides metropolitanas do Brasil, apresentam perfis de risco diferentes
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de outros paises. Cerca de 50% dos Obitos masculinos por doenca arterial
coronariana (DAC) ocorrem na faixa etaria abaixo de 65 anos, enquanto em outros
paises (Estados Unidos, Cuba e Inglaterra) essa proporcao encontra-se em torno de
25%.°

Investigacdo conduzida no municipio de Sao Paulo observou que ainda que
tenha ocorrido declinio da mortalidade por DAC e AVC a partir de meados da década
de 70, as DCVs, relacionadas a aterosclerose, continuam a ser o principal grupo de

causas de 6bito no Estado, como ocorre também nos paises desenvolvidos.'

Deste modo como os fatores de risco para DCVs também provém de estudos
realizados em paises desenvolvidos ndo seria totalmente seguro, nem perfeitamente
aceitavel, fazer extrapolacées para a populagdo brasileira dos resultados obtidos

1. realizaram

primariamente nesses paises. Com base nesta premissa Avezum et a
um estudo para identificar fatores de risco associados com IAM com as respectivas
forcas de associacao, na regiao metropolitana de Sao Paulo. O estudo incluiu 271
casos e 282 controles provenientes de 12 hospitais. Os autores verificaram que o
tabagismo, relacdo cintura-quadril, antecedentes de hipertensdo arterial e de
diabetes, histéria familiar de insuficiéncia coronariana, niveis séricos de LDL-
colesterol e de HDL-colesterol encontram-se independentemente associados com

IAM na regido metropolitana de S&o Paulo.

Como foi salientado anteriormente, sendo as DCVs de origem multifatorial,
ainda se faz necessario uma quantidade maior de estudos que busquem identificar
outros fatores de risco ou mesmo varidveis intervenientes nos fatores de risco
classicos. E claro que, considerando os fatores de risco convencionais, investigagdes
recentes sugerem que 0s mesmos estejam presentes entre 80-90% dos pacientes
afetados, destacando a importancia do controle dos mesmos em nivel de saude

coletiva.™

Um dos fatores de risco que parece ser modulado pela presenca de outros
fatores é a atividade fisica. Considerando o estudo de Avezum et al.' a atividade
fisica ndo foi observada como um fator de risco independente para IAM. Entretanto

0s proprios autores comentam que:
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Existe uma plausibilidade biolégica para que se possa aguardar um efeito
protetor da atividade fisica contra o IAM. Além disso, existe grande potencial
para redugéo do risco por DCV naqueles inicialmente sedentérios e que se
tornam moderadamente ativos. Entretanto, aqueles que permanecem
sedentdrios apresentam risco mais alto para DCV e mortalidade por todas
as causas. Mdltiplos estudos prospectivos publicados durante os ultimos 35
anos demonstram relacdo forte, consistente e gradual entre atividade fisica
de recreacdo e ocupacional, relatada pelos individuos e eventos
cardiovasculares, mortalidade por todas as causas e mortalidade
cardiovasculares. (p. 210)."*

Deste modo, ainda que a atividade fisica pareca afetar e ser afetada por
outros fatores em relagdo ao seu poder de risco ou protecdo as DCVs, estudos sobre
possiveis interacdes entre a atividade fisica e fatores genético-ambientais podem ser

considerados relevantes.

Nestes termos, a seguir sera apresentada uma breve revisdo sobre atividade
fisica e sua relagao com DCVs.

2.2 ATIVIDADE FiSICA E DOENGAS CARDIOVASCULARES

O sedentarismo é hoje um grande problema mundial de satde.'®'” Entre as
razbes que levam a inatividade fisica encontra-se o préprio desconhecimento da
populacdo sobre os beneficios associados. Freglentemente atividade fisica e
exercicio fisico sao considerados como sindénimos. Entretanto, autores como

Caspersen et al.”®

consideram que atividade fisica diz respeito a qualquer tipo de
movimento corporal produzido pela musculatura esquelética que resulte em gasto
energético maior dos que os niveis de repouso. No caso o exercicio fisico seria toda
a atividade fisica planejada, estruturada e repetitiva que tem como objetivo a

melhoria e manutencgao da aptidao fisica.

Em termos epidemioldgicos, estudos adicionais também mostraram que a
intensidade e a freqiéncia da atividade fisica influencia a magnitude do efeito desta

variavel sobre as doencgas.'®

Um dos questionamentos levantados quando observacdes cientificas

apontaram para uma associacao entre atividade fisica e saude foi qual seria 0 motivo
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para tal associacdo ocorrer tdo fortemente. Hipdteses advindas de estudos
arqueoldgicos, genéticos e evolutivos foram levantadas e hoje sao aceitas pela

maioria dos pesquisadores.

A partir de revisdes publicadas sobre o tema algumas consideracées podem
ser destacadas. Registros histéricos antigos encontrados na China ha mais de 3000
anos, sugerem que a prevencao de doencas estaria relacionada com o estilo de
vida. Este € um dos principios gerais da filosofia chinesa, que até os dias de hoje
centra atencao no tai chi chuan, que engloba um conjunto de exercicios relacionados
com movimentos harménicos. Na india também a dieta e a atividade fisica sdo
conhecidas como principios essenciais cotidianos para uma vida saudavel. Neste
caso, 0 Ajur Veda, que é uma coletdnea de prescricbes médicas transmitidas
verbalmente desde 3000 anos a.C, levou ao desenvolvimento da filosofia do yoga
que também engloba um numero significativo de exercicios relacionados com a
flexibilidade, alongamento e forga corporal. O yoga também engloba exercicios de
respiracdo e uma dieta adequada como sendo instrumentos que auxiliam no controle

da mente e das emogdes.?°

A atividade fisica também teve um papel muito importante nos povos greco-
romanos, africanos e indigenas americanos. A visdo grega da atividade fisica
influenciou grandemente a cultura moderna ocidental. Os gregos acreditavam que o
atletismo era o instrumento fisico e espiritual para que o homem se equivalesse aos
deuses. Entre os gregos, o reconhecimento de que a atividade fisica era importante
para a saude data de no minimo cinco séculos antes de Cristo, como pode ser visto
pela idéias preconizadas por Herodicus (480 a.C), Hip6crates (460-377 a.C) e
Galeano (129-199 a.C). Ainda que Hipdcrates seja considerado o pai da medicina,
registros histéricos sugerem que Herodicus ja trabalhou muito com a idéia de que a
salude estava relacionada com a dieta e o exercicio, € uniu nas suas acdes a

atividade fisica com as artes médicas daquela época.?’

Estes conceitos atravessaram épocas e também foram seguidos por uma
série de cientistas e médicos do mundo ocidental até o século XX. Entre 1970 e
metade da década de 90, estudos sobre treinamento fisico conduzidos em individuos
de meia idade, idosos e em pacientes com baixa capacidade funcional

demonstraram uma melhora significativa na performance cardiorrespiratoria e
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beneficios relacionados com a saude a partir de atividade fisica com intensidade
moderada.?’?*?% Como resultado destes achados, muitas diretrizes médicas de
diversos paises recomendam que todos os adultos deveriam realizar atividade fisica
moderada de 30 minutos ou mais, de preferéncia diariamente, em uma sessao
acumulada ou com trés secdes distribuidas ao longo do dia de 10 minutos cada.?*
Esta orientagdo trouxe trés grandes diferencas em relacdo as anteriores: (1%) reduz
a intensidade minima do exercicio inicial de 60% para 50% do consumo maximo de
oxigénio em adultos saudaveis e para 40% em pessoas com baixa capacidade fisica;
(2%) aumenta a freqliéncia do exercicio de 3 vezes por semana para 5 a 7 dias na
semana, dependendo da intensidade e duracdo da sesséo e (3?) inclui a opgdo do
acumulo de no minimo 30 minutos por dia para multiplas sessdes de 10 minutos.
Tais modificacbes visaram principalmente atingir o grande grupo de individuos
sedentarios que geralmente ndo gosta de realizar atividade fisica, mas que poderia

se beneficiar, minimamente, de uma atividade fisica moderada.?*

Em termos de saude cardiovascular, ndo existe necessidade de atividade
fisica estruturada ou vigorosa. A maioria dos seus beneficios € obtida a partir de uma
atividade fisica moderada. A quantidade e o tipo de atividade fisica necessaria para
prevenir DCVs e promover a saude, pode ser variada desde que seja feita

regularmente.?

Apesar das evidéncias de que um estilo de vida ativo é importante para a
saude, a grande maioria das populacdes humanas ndo pratica atividades fisicas
regulares para obter os beneficios associados.?*?’

Em paises em desenvolvimento esta condicdo parece ser similar a dos paises
desenvolvidos, entretanto ainda existem poucos dados oriundos destes primeiros. No

Brasil, segundo Monteiro et al.?®

que avaliaram a atividade fisica na hora de lazer em
duas regides (sudeste e noroeste), o tempo despendido com algum tipo de atividade
fisica ocorreu somente em 3,3% dos entrevistados (considerando como atividade

fisica aquela realizada no minimo por 30 minutos cinco ou mais vezes por semana).

Um estudo recente feito por Dias-da-Costa et al.?®

avaliou a prevaléncia de
inatividade fisica em uma populacao adulta brasileira com idade entre 20 a 69 anos

residente no sul do Brasil (Pelotas-RS) através da realizagdo de um estudo
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transversal de base populacional. Os autores avaliaram a pratica da atividade fisica
semanal e o gasto energético. A prevaléncia da inatividade fisica foi de 80,7%
estando associada ao género (sexo feminino menos ativo), ao estado civil (pessoas
que viviam com um companheiro eram mais inativas) e tabagismo. Ja a escolaridade
e o0 nivel econdmico apresentaram uma associacao inversa com a inatividade fisica.
Ou seja, quanto mais alto o nivel educacional e econdmico, mais ativos eram os
sujeitos entrevistados. A partir da discussdo dos resultados obtidos, os autores
observaram que a prevaléncia descrita tendia a ser maior do que a observada em
paises desenvolvidos ainda que as variaveis associadas a inatividade fisica tenham
sido similares.>®®'

Outra observacgao feita no estudo citado foi a diminuicdo no nivel de atividade
fisica com a idade. Tal resultado foi consistente com diversos trabalhos prévios
descritos na literatura.®?2

Um estilo de vida sedentario na fase jovem e sua manutencao ao longo do
envelhecimento ou a diminuicdo da atividade fisica na velhice sao dois aspectos que
possuem uma grande influéncia no desenvolvimento de morbidades, principalmente
na populagao idosa. Esta afirmativa origina-se de uma quantidade consideravel de
estudos realizados principalmente nos ultimos 20 anos, como mostra a revisao feita
no livro Physical Activity and Health: A Report of the Surgeon General?®
Considerando idosos (>65 anos) foi realizada uma analise de publicagdes indexadas
na base de dados do MEDLINE® entre 1980 a 2005 onde é possivel demonstrar

numericamente esta afirmativa (Apéndice A).

Em relacdo as doencas cardiovasculares o livro Physical Activity and Health:

A Report of the Surgeon General®

compilou e revisou o0s trinta e seis principais
estudos que foram conduzidos sobre o tema entre 1953 a 1995. Segundo os autores
os estudos publicados antes de 1978 predominantemente classificavam a atividade
fisica pelo tipo de trabalho ou atividade ocupacional. Estudos posteriores usualmente
passaram a definir o nivel de atividade fisica a partir de recordatérios de atividades
no tempo de lazer ou pela combinacdo deste tipo de atividade com a atividade
ocupacional. Os estudos mais recentes também foram capazes de controlar
estatisticamente muitas das potenciais variaveis de confusdo como a idade, por

exemplo. A maioria destes estudos foi realizada em homens com idades associadas
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a risco cardiovascular (30 a 75 anos). Somente quatro estudos incluiram mulheres.
Todos os estudos exceto um, foram de coorte e o tempo de seguimento variou entre
4 a 25 anos. Todos os estudos relacionaram um nivel de atividade fisica estimada
com o risco de ocorréncia de DCVs (principalmente doengas coronarianas) ao longo
do tempo de duracédo do estudo. Em um dos estudos que envolveram 23 anos de
seguimento a reducdo do risco cardiovascular entre homens ativos foi grandemente
diminuida quando foi feito ajuste simultdneo para os niveis de colesterol, indice de
massa corporal (IMC), pressao arterial sistémica (PAS) e diabetes, levando os
autores a concluir que o efeito benéfico da atividade fisica no risco cardiovascular €

provavelmente mediado pelo efeito benéfico da atividade fisica sobre estes fatores.*

A diminuig&o da atividade fisica com a idade também é um problema sério de
saude publica, uma vez que muitos estudos tém demonstrado que a modificacao de
um estilo de vida sedentario para um ativo resulta em beneficios organicos em

1.6 em sua revisio

qualquer momento da vida do individuo como descreve Peel et a
sobre determinantes comportamentais associados a um envelhecimento saudavel e

Groot et al. que revisaram resultados longitudinais do estudo europeu SENECA.%’

Estudo de coorte na Suécia (Swedish Mammography Cohort) que examinou
se medidas antropométricas na fase jovem da vida (peso ao nascer e forma corporal
aos 10 anos de idade) e fatores reprodutivos (idade da menarca, idade de
nascimento do primeiro filho e nimero de filhos) poderiam estar associados com
IMC, sobrepeso e obesidade a partir da fase pré-menopausica ou menopausica (49 a
83 anos) em 18109 mulheres saudaveis. Tanto as variaveis antropométricas quanto
as reprodutivas foram comparadas com os indicadores antropométricos observados
na Ultima avaliacdo.®® Neste estudo os autores verificaram que o peso na infancia, a
idade, quando nascimento do primeiro filho e a paridade estavam positivamente
relacionados com obesidade e sobrepeso na fase adulta/idosa. Observaram também
que esta relacao era influenciada e poderia ser modificada pela escolha do estilo de
vida adotado pela mulher. Ou seja, mulheres com maior numero de filhos tiveram
uma probabilidade maior de sobrepeso ou obesidade do que mulheres com um
menor numero de filhos. Entretanto, aquelas que na sua vida optaram pela
realizacdo de atividade fisica apresentaram uma diminui¢éo de risco de sobrepeso e
obesidade.*®
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Assim, a atividade fisica parece exercer um efeito sistémico sobre outros
fatores de risco cardiovascular, e esta condicdo precisa ser ainda melhor
compreendida se forem levados em conta fatores de risco cardiovascular
emergentes incluindo polimorfismos de determinados genes. Por tal motivo, a seguir
serd feita uma breve revisao sobre a possivel influéncia fisiologica da atividade fisica
sobre alguns dos principais fatores de risco cardiovascular.

A provavel acéo fisiologica da atividade fisica com a diminuigdo dos fatores de
risco cardiovascular deve acontecer via regulagdo de diversas substancias corporais
incluindo aquelas associadas ao metabolismo do colesterol, estresse oxidativo,
resposta imunolégica, hemodindmica entre outras. Aqui € importante comentar que
tém sido identificadas muitas moléculas, com efeito pleiotrépico que atuando em
diversas rotas metabdlicas acabam tendo um papel importante na manutencao da

saude do sistema cardiovascular.

Entre estas, o 6xido nitrico (NO) possui um papel de destaque, o que justifica
o volumoso montante de pesquisas basicas e clinicas que foram produzidas nesta
ultima década sobre tal molécula. Entretanto, a interacdo entre a mesma e fatores
protetores como é o caso da atividade fisica ainda ndo é bem conhecida. Por este

motivo, estudos sobre tal tema necessitam ser conduzidos.

2.3 OXIDO NITRICO: ASPECTOS BIOFISIOLOGICOS E CLINICOS

Organismos multicelulares complexos como os seres humanos necessitam de
eficiéncia na distribuicdo de nutrientes e moléculas regulatérias e captacido e
eliminacao de subprodutos ou compostos nao desejaveis. Por este motivo o sistema
cardiovascular destas espécies engloba diversas funcdes interativas e/ou
compartilhadas que garantem a eficiéncia funcional e, por conseguinte a
sobrevivéncia organica agregando também papéis funcionais adicionais como a

termorregulacao e a distribuicdo de moléculas sinalizadoras do corpo.

Dada a importancia do sistema cardiovascular para o organismo, o acumulo

de disfuncbes causadas e causadoras de alteracbes morfo-fisiologicas e na
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homeostasia corporal tem um efeito draméatico, estando por tras de incapacidades e
desencadeamento de estados mérbidos ou mesmo o 6bito de muitos individuos.
Esta afirmativa € ano a ano confirmada pelos dados epidemiologicos de paises

desenvolvidos e em desenvolvimento como o Brasil.?

Nestes termos, dada a natureza multifatorial da regulacdo da funcéao
cardiovascular e a necessidade de se produzir novos conhecimentos que levem ao
aumento do entendimento da fisiopatologia cardiaca ou mesmo de intervencoes
medicamentosas e nao-medicamentosas, um numero muito grande de
pesquisadores tem se dedicado a pesquisar e descobrir novas informacgdes sobre a
mecanica regulatéria cardiaca. A Figura 1 mostra de modo esquematico aspectos
gerais relacionados com a distribuicdo do sangue no corpo e que devem ser

relembrados em estudos que investigam o sistema cardiovascular.*

A auto-regulacdo da distribuicdo do sangue depende da fungdo endotelial
normal. Isto porque esta diretamente relacionada com a pressao sangtiinea (PA) que
€ a pressao exercida pelo sangue sobre as paredes vasculares. Alteracées da PA
sao controladas por alteracdes especificas nas artérias e veias. A hipertensao
arterial (HAS) € uma morbidade caracterizada pela elevacao crénica da PA. Via de
regra a reducao da PA pode ser influenciada positivamente pela perda de peso, dieta
adequada e exercicio fisico moderado. A HAS é responsavel pelo aumento da
morbidade e mortalidade cardiovascular, cujos principais eventos sdo o IAM e AVC.

O endotélio é um tecido amplamente distribuido no organismo que tem um
peso aproximado de 1,5 kg. Estd envolvido em mudltiplas fungdes, sintetizando,
metabolizando e liberando um numero expressivo de substancias que exercem
efeitos de modo autédcrino, paracrino e enddcrino, participando diretamente do
mecanismo de auto-regulacdo da dilatacdo dos vasos.*’ Tal mecanismo é
desencadeado quando ocorre aumento da velocidade do fluxo de sangue dentro dos
vasos 0 que provoca atrito causado pela viscosidade sangiinea. Este fenémeno é
denominado de “estresse por cisalhamento” (shear stress), uma vez que distorce
mecanicamente as células endoteliais. Esta distorcdo mecanica desencadeia a
liberacdo de substancias entre as quais o NO. Isto porque, uma vez liberado ele
difunde-se para as células da musculatura lisa induzindo o seu relaxamento, que tem

como consequéncia a vasodilatacao.
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Figura 1 - Esquema geral mostrando os dois principais mecanismos regulatérios do controle da
distribuicdo do sangue no organismo e dentro do vaso. Destaca-se o papel de moléculas que
modulam a vasodilatagdo como é o caso do 6xido nitrico.
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Dada a relevancia da modulagdo da vasodilatacdo e vasoconstricao dos
vasos sanguineos as investigacées nos ultimos quinze anos orientadas para esta
area oportunizaram a producdo de conhecimentos importantes e também a
descoberta do papel de moléculas ndao conhecidas, como foi o caso do NO, no final
da década de 80.%°

O NO é uma molécula mediadora de muitas funcgdes fisioldégicas bem
conhecidas. Adicionalmente, o seu papel na patogénese cardiovascular vem sendo

progressivamente melhor entendido.*?

Ainda que o conhecimento sobre a natureza e as propriedades do NO tenha
avancado aceleradamente nestas ultimas décadas, o estudo desta molécula remonta
ao século XIX, quando compostos de nitroglicerina eram utilizados no tratamento da
angina pectoris. Mesmo nao sabendo qual a acéo fisiolégica que a nitroglicerina
exercia sobre o sistema cardiovascular era aceito que a sua utilizacdo era eficaz e
que de alguma forma esta substancia relaxava o musculo vascular liso. Tal
relaxamento permitia que os vasos se dilatassem e assim ocorria aumento no fluxo

3 mais de 100 anos se

sanguineo para o coracdo. Segundo a revisdo de Alfieri,*
passaram e neste periodo ocorreu um acumulo muito grande de experimentos e
resultados até que se descobrisse o efeito do NO na fisiologia corporal. Entre os
estudos que merecem destaque esta a descoberta feita por Furchgott e Zawadzki**
em 1980, de que o endotélio desempenhava um papel crucial na resposta
vasodilatadora. Tais autores descobriram esta funcdo endotelial a partir de
experimentos que mostravam que a acetilcolina atuava promovendo a liberacédo de
uma outra substancia que foi denominada pelos pesquisadores de “fator relaxador
derivado do endotélio” (FRDE). Esta descoberta fez com que diversos grupos de

pesquisa se debrucassem na tarefa de identificar que molécula era esta.

Os trés experimentos decisivos que levaram a identificacdo do NO como

sendo um FRDE ocorrem de modo independente, por Ignarro et al.** na

|.46

Universidade de Los Angeles, Furchgott et al.”™ na Universidade do Estado de Nova

|-47

York e por Salvador Moncada et al."’ nos Laboratérios Wellcome Research na

Inglaterra.
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Quimicamente 0 NO é uma molécula muito simples e pequena, gasosa,
inorganica, incolor, que possui sete elétrons de nitrogénio e oito de oxigénio, sendo
que um deles estd desemparelhado. Como conseqiiéncia da sua configuracao
eletrénica, o oxigénio tem uma tendéncia forte em receber um elétron de cada vez, o

que torna o NO uma molécula altamente reativa.

Moléculas com este tipo de configuracdo quimica sdo denominadas de
Espécies Reativas de Oxigénio (EROx) ou radicais livres.

Até o final dos anos 80 o NO era considerado uma molécula poluidora do ar e
potencialmente carcinogénica. Hoje é considerada uma molécula Unica por suas
caracteristicas como neurotransmissdo e outras multiplas fungdes organicas,

conforme figura 2.

POLIMORFISMO DA ENZIMA OXIDO NIiTRICO SINTASE

Oxido Nitrico Sintase Produz NO no tecido neuronal, tanto no
Neuronal (NOS1 ou nNOS) sistema nervoso central como periférico.

Encontrada no sistema imune onde é
utilizada pelos macréfagos na defesa
imunoldégica, também encontrada no
sistema cardiovascular.

Induzivel (NOS2 ou iNOS)

Oxido Nitrico Sintase

: Encontrada nos vasos sangliineos, esta
Endotelial (NOS3 ou eNOS)

envolvida na regulacao da fungao vascular.

Oxido Nitrico Sintase -

Figura 2 — Principais fungées do Polimorfismo da Enzima Oxido Nitrico Sintase.

No sistema cardiovascular age principalmente como um fator de relaxamento
endotelial na modulacdo da vasodilatacao arterial; no sistema nervoso funciona
como um neurotransmissor com papel relevante na modulacdo da aprendizagem e
mem©ria; no sistema reprodutivo masculino esta envolvido com a fisiologia da erecao
do pénis na presenca de estimulo sexual?; no sistema imune possui propriedades
citotoxicas dado que macroéfagos utilizam o NO para destruir microorganismos como
bactérias, virus, parasitas e tumores. No sistema respiratério os nervos da
musculatura lisa bronquiolar liberam o NO como mediador do controle neurogénico
da broncodilatacdo. Adicionalmente o NO participa da cascata da coagulacédo
sanglinea (fibrolitica e trombética) possuindo propriedades anti-coagulantes que

* Medicacdes como o Viagra produzido pela Pfizer reverte & impoténcia sexual através do estimulo ao
aumento dos niveis de NO.
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resultam em parte da inibicdo da adesdo e agregacao plaquetaria. Por este motivo
estudos tém mostrado que a deficiéncia de NO estd associada a trombose

arterial.*®*2

Devido a sua natureza gasosa, o NO tem propriedades diferentes de qualquer
outro neurotransmissor. Como nao pode ser armazenado no interior de vesiculas
intracelulares, quando é produzido conseqlientemente o NO escapa através das
membranas agindo em outras células sem que haja necessidade de receptores
especificos na superficie das mesmas. Portanto, como pontua Alfieri*® se trata de
uma molécula-sinal que pode ser liberada em qualquer parte e atuar sobre a mesma
célula que o produziu ou mesmo em qualquer célula que esteja préxima e possa

responder a sua acgao.

Sua sintese é resultado da oxidagcdo de um dos dois nitrogénios da molécula
L-arginina que € convertida em L-citrulina liberando neste processo o NO (Figura
2).47

A L-arginina € um aminoacido semi-essencial produzido no organismo em
pequena quantidade e que necessita ser ingerido através da alimentacdo. Como
existe necessidade constante da L-arginina esta molécula é novamente sintetizada a

partir da citrulina nos tubulos proximais renais.

Muitas células sao capazes de sintetizar NO que sempre necessita NADPH
(nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato) e O, e a enzima 6xido nitrico sintase
(NOS). A estrutura e a fungdo desta enzima foram melhor entendidas a partir de
estudos de clonagem molecular. Investigacées também mostraram que existem trés
isoformas de NOS que sédo conhecidas: a NOS1 isolada inicialmente a partir do
cérebro e cerebelo, a NOS2 inicialmente isolada de macréfagos de roedores e
hepatocitos e condrécitos de seres humanos e a NOSS inicialmente isolada do

endotélio vascular.
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Figura 3 - Biossintese do Oxido Nitrico (NO). A molécula L-arginina d4 origem ao NO através de dois
passos catalisados pela mesma enzima 6xido nitrico sintase (NOS). No primeiro ocorre a oxidagao de
dois elétrons transformando a L-arginina e N-w-hidroxi-L-arginina e no segundo em que esta molécula
é convertida em L-citrulina e NO. Nos dois passos existe necessidade de célcio e da calmudolina que
agem como ativadores da reagao. No primeiro passo o NADPH (Nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato) é oxidado em NADP* e o oxigénio atua como um co-substrato para esta reagdo. Outras
moléculas como a FAD, FMN e a (BH,4) atuam como co-fatores. No final o NO é produzido e difunde-
se através das células levando ao relaxamento das fibras musculares e a vasodilatacao dos vasos.

Todas estas isoformas possuem uma estrutura quimica com dois dominios:
uma parte N-terminal (amino-terminal) que contém uma molécula H4B (tetraidro-
biopterina), uma heme e sitios de ligagéo para a L-arginina. A outra parte C-terminal
(carboxi-terminal) possui posicdes de reconhecimento para o NADPH tanto quanto
para o FMN (flavina mononucleotideo) e o FAD (flavina adenina dinucleotideo). Isto

permite que a enzima ligue-se as moléculas-chave necessérias a sintese do NO. A
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ativacdo da NOS ocorre quando existe aumento dos niveis de calcio via acdo da

calmudolina.*®

Apds a sua producdo pelas células endoteliais, a NOS3 difunde-se para as
células musculares lisas ativando uma rota de segundo mensageiro via molécula
guanosina monofosfato ciclica (GMPc) causando relaxamento da parede vascular e
por conseqléncia vasodilatacao.

Isto ocorre porque as células musculares lisas contém uma enzima
denominada fosfodiesterase V, que atua especificamente na molécula GMPc. O NO
ativa uma proteina quinase dependente de GMPc que leva a extrusao do célcio do
citoplasma por meio de uma bomba calcio/magnésio ATPase, que tem por
consequéncia o relaxamento do musculo. Assim, drogas farmacoldgicas
nitrovasodilatadoras atuam de modo similar ja que agora se sabe que sao
metabolizadas as moléculas que formam NO produzindo assim os eventos que

levam & vasodilatagdo.*

Um aspecto importante no descobrimento das funcées do NO foram
resultados que mostraram que substancias analogas a L-arginina atuam como
inibidores especificos e competitivos da NOS. O primeiro composto com estas
propriedades que foi identificado foi o NG-monometil-L-arginina (L-NMMA). Este
composto passou a ser utilizado em pesquisas para se observar acdes citotéxicas
dos macréfagos ativados muito antes da descoberta de que era o NO que ativava

este processo imunolégico.”’

Uma porcao significativa do NO sintetizado também se difunde para o sangue
impedindo a adesao e agregacao plaquetéaria. Finalmente as moléculas de NO sao
capturadas pela hemoglobina que esta dentro das hemacias sendo oxidadas, o que
gera a formacéao de nitritos que podem ser excretados pelo corpo. Hoje se aceita que
praticamente todos os nitratos e nitritos plasmaticos ou urinarios do ser humano
derivam da rota L-arginina/NO devendo-se ter precaucao na hora da sua medicao
laboratorial, pois a dieta e estados infecciosos ou inflamatérios podem modificar os

valores observados.*
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Uma vez que as enzimas NOS sado as responsaveis pela producdo do NO,
sua regulacao também é de relevancia na funcéo do NO. Por este motivo, estudar a

fisiologia do NO significa estudar a estrutura e fungao da NOS.

Apds a clonagem da primeira NOS em 1991 foi feito o mapeamento deste
gene no cromossomo 12 (12g-12-g24), em 1992. Este gene era o da NOS1.
Posteriormente a NOS2 foi mapeada no cromossomo 17 (17q11.2) e a NOS3 no
cromossomo 7 (7935-g36). Estudos adicionais mostraram, que existe somente uma
unica cépia dos genes NOS1 e NOS3, enquanto que a NOS2 (6xido nitrico sintase
induzivel) possui varias seqiéncias no genoma que sdo chamadas NOS2A, NOS2B
e NOS2C.»®

As isoformas da NOS possuem algumas diferengas estruturais como o seu
peso molecular (que varia de 130 a 160 kDA), e quanto a forma de ativagdo e a
capacidade de sintese do NO.?? No caso da NOS3, que é a enzima de maior
interesse no presente estudo, o NO é produzido de modo continuo em condi¢des
basais. A forca de cisalhamento (shear-stress) que significa pressdo tangencial
exercida pelo sangue nas paredes dos vasos, induz o aumento da produgéo de NO.
Este mecanismo que induz a liberagcdo de NO é complexo e envolve: (1) iniciacao
extremamente rapida via ativacdo de canais ibnicos na membrana celular; (2)
eventos subsequentes relacionados com rotas sinalizadoras de ativacao tais como a
fosforilacdo da NOS3 e a expressao aumentada tanto desta enzima quanto do seu
mRNA. Estes eventos complexos permitem uma resposta rapida e curta que leva a
vasodilatacdo. O NO produzido também é liberado no Iimem sendo transportado
pelo sangue. Neste local atua em diversos mecanismos: como um potente inibidor da
adesao e agregacao plaquetaria na parede vascular, inibindo a adesao de leucdcitos
ao endotélio vascular e a proliferacdo de células da musculatura lisa da parede
vascular. Adicionalmente regula a pressao sangiinea e a contratibilidade do musculo
cardiaco.

A producao de NO pela NOS1 ocorre duas vezes mais rapida do que pela
NOSS3. Entretanto, a liberacdo da NOS3 é significativamente mais veloz do que a
NOS1. Tanto a NOS1 quanto a NOS3 sdo enzimas constitutivas uma vez que sao
continuamente produzidas pelas células. Ja a NOS2 é uma enzima induzivel, uma

vez que sua producao ocorre de forma pulsatil.
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Artérias e arteriolas produzem mais NO do que veias e vénulas, sendo que a
vasodilatacao provocada pelo atrito endotelial (shear-stress) é maior em artérias do
que em arteriolas e vasos resistentes. Nas artérias, porém nao nas veias, ha

liberagao continua de NO, mantendo o t6énus dilatador.>*

Em condicbes fisiolégicas, a formagdao de NO pode estar acima dos niveis
basais quando ha aumento do fluxo sanguineo e o contato entre sangue e parede
esta facilitado. O aumento no fluxo provoca relaxamento nas células musculares
lisas e dilatacdo do vaso. A tendéncia das plaquetas em se aderir a parede vascular,
que poderia ser aumentada também é neutralizada pela elevada formagdo de NO.>*

Em individuos higidos, ha ténus vasodilatador moderado e constante,
causado pelo NO endotelial se difundindo para as células da musculatura lisa
vascular, a reducéo na sintese de NO resulta em vasoconstricdo. A baixa formacgao
de NO (em vaérias doencas vasculares) reduz a perfusdo tecidual e promove a
formacao de trombo, enquanto a alta formacdo de NO (patolégico) produz
vasodilatacao pronunciada e choque, com a reducdo da atividade plaquetaria a
homeostase fica prejudicada.’®

Ainda que a NOSS3 seja uma enzima constitutiva das células endoteliais uma
quantidade pequena de NOS2 também esta presente nas células musculares lisas.
Sendo assim, a ativacdo crénica das células endoteliais pode aumentar a sintese da
NOS2 a fim de garantir a eficiéncia da vasodilatacao. Por exemplo, o treinamento
fisico crénico fara com que exista um fluxo sangliineo elevado que age como um

estimulo & expressdo da NOS3.%°

A NOS3 é uma enzima que possui um sitio de miristilacdo que a torna capaz
de se ligar a um acido graxo. Esta propriedade permite que a enzima se ligue a
membrana plasmatica das células, o que ndo ocorre com as outras isoformas que
nao possuem este braco lipidico. Acredita-se que a associacdao da NOS3 com a
membrana faz com que o NO formado fique mais proximo do local de agéo e por
consequéncia se difunda mais rapidamente tanto para o sangue quanto para o
musculo vascular liso adjacente. Como foi comentado anteriormente o NO e outros
fatores endoteliais sdo produzidos de modo continuo e liberados em um nivel

“basal”. Entretanto, a liberacdo do NO pode ser incrementada na presenca de
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moléculas estimuladoras como é o caso da bradicinina, serotonina e norepinefrina.
Além disto, a producdo do NO pode ser estimulada pelo aumento da forca de
cisalhamento em decorréncia do aumento da velocidade do fluxo sanglineo dentro
do vaso ou por outros estimulos como a realizacdo de exercicio, que induz

mudancas agudas e cronicas na producao e liberagdo de NO.*®

A NOS3 também possui moléculas protéicas que a regulam negativamente
sendo a principal a calveolina-l. A calveolina-lI pode servir como uma molécula que
se liga ao colesterol levando esta molécula do reticulo endoplasmético liso ou do
aparelho de Golgi, onde é armazenada, para a membrana plasmatica.
Adicionalmente a calveolina-l tem a capacidade de interagir diretamente com outras
proteinas intracelulares. Estudos in vivo sugerem ser a calveolina-l um potente
inibidor da NOS3. Além disto, esta molécula parece bloquear processos inflamatérios
via influéncia na permeabilidade vascular. Estudos mais recentes tém sugerido que a
calveolina-l bloqueia a permeabilidade microvascular em tumores.’”*® Investigacdes
também tém sugerido que a interagdao calveolina-I/NOS3 pode ser alterada por
doencas como a aterosclerose, diabetes e cirrose.”® A NOS3 também pode ser
regulada pela interacdo com proteinas de choque térmico (Heat-shock proteins,
HSP) como a HSP-90.

Uma vez que a NOS3 € um regulador critico do tébnus vasomotor estudos
mostram que disfuncao nesta enzima esta associada tanto com hipertensdo quanto
com aterosclerose. Estas duas doengas estdo fortemente associadas, ainda que os

mecanismos de interagdo das mesmas ndo sejam bem conhecidos.*®

O endotélio tem importante participagdo na conservacao da homeostasia
vascular, mediante a secrecao e liberagdo de substancias vasoativas, em especial 0
NO. Quando existe alteracao na sua estrutura ou fungao o mesmo se torna incapaz
ou parcialmente incapaz de responder de forma fisioldégica aos diferentes estimulos
que levam a necessidade da modulacao da dilatacao dos vasos.

Este fenbmeno € genericamente denominado de disfungdo endotelial (DE)
que representa a perda da capacidade do endotélio de modular o comportamento
fisiolégico vascular. A DE é um episodio precoce em morbidades criticas como a

aterosclerose, precedendo a formacao da placa de ateroma. Cabe ressaltar que a
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aterosclerose € uma enfermidade sistémica diretamente relacionada com DE
periférica® cuja etiologia relaciona-se com interacées complexas entre fatores
genéticos e ambientais sendo a causa primaria da doencga cardiaca e o AVC nas
sociedades ocidentais.®’

Por este motivo contemporaneamente se considera que a saude vascular
endotelial exerce um efeito ateroprotetor via seus mediadores vasoativos como as
prostaglandinas, fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) e o préprio NO

que é aqui objeto de estudo.®

Por outro lado também ja existe um conjunto de evidéncias de que o
envelhecimento endotelial expde este tecido a danos causados pela propria pressao
arterial (PA), concentracdes aumentadas de colesterol, glicose, homocisteina e
outros produtos da resposta inflamatéria que também pode levar a um estado de

disfuncdo endotelial associada & velhice.®'?

Estudos mostram que a perda ou reducdo da biodisponibilidade do NO
causada pela DE esta diretamente associada ao desenvolvimento da

aterosclerose.®?

A idéia de que o NO é um fator anti-aterogénico tem sido suportada por
alguns estudos experimentais que inibiram a longo termo a NOS3. Entretanto, a DE
também pode estar relacionada com a funcao da acetilcolina no vaso-relaxamento.
Estudos sobre esta questdo sugerem que existe disfuncdo endotelial seletiva que
pode estar ligada a rota NO-L-arginina ou a outras rotas associadas a auto-regulacéao

dos vasos.®?

2.4 OXIDO NITRICO E ESTRESSE OXIDATIVO

Como pode ser observado a partir da descricdo das funcdes fisiolégicas do
NO, esta molécula é de grande importdncia na homeostasia vascular, atingindo o

organismo de modo sistémico. Entretanto, em muitas situacbées a modulacdo da
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producéo do NO é prejudicada levando a situacédo de disfung¢édo endotelial ou mesmo
morbidades.

Portanto, dada a sua relevancia, investigacdes sobre fatores que regulariam
de modo negativo a producao do NO foram intensificadas nos ultimos anos. Entre os
possiveis causadores de diminuicdo nos niveis de NO, destacam-se as EROx ou

também denominados radicais livres.

Apesar dos mecanismos que levam a perda da bioatividade do NO néo
estarem totalmente claros, dados experimentais sugerem que o aumento na
quantidade de EROx tais como do anion superdxido (OO-) rapidamente reage com o
NO e contribui para o déficit desta molécula que acontece nas doencas
vasculares.®*®*® Dados mais recentes tém demonstrado a contribuicdo das EROXx
na deficiéncia do NO sendo esta associacdo um indicador prospectivo independente

do risco de novos eventos em pacientes com doenca arterial coronariana.®’

A reacao entre o NO e o anion superoxido é muito veloz, cerca de seis vezes
maior do que a remocao do superoxido pelas isoenzimas superdxido-dismutases.
Nas artérias e veias dos seres humanos o superoéxido liberado € assim rapidamente
reduzido pelo NO. A remocdo do endotélio ou a inibicdo do NO sintase leva,
portanto, ao aumento nas quantidades de superdxido, acompanhado pela diminuicao
na formagdo de peroxinitrito.?®®® J4 quando ocorre aumento de superéxido e, por
consequéncia, aumento da reacdo superoxido-NO, tal reagcdo gera como um dos
produtos, peroxinitrito. O aumento na quantidade do perdxinitrito no organismo leva a
efeitos negativos adicionais, via oxidacao de proteinas celulares, lipidios, particulas
de LDL, ou mesmo aumento na toxicidade celular.”’ Entretanto, a prépria formagao
do peroxinitrito pode também gerar moléculas tiois nitrosiladas que funcionam como
doadores de NO, que, por sua vez, pode induzir ao vasorrelaxamento’' e inibir a
agregacdo plaquetéria.”? Esta condicdo dicotdmica do peréxinitrito provavelmente
influenciou Moro et al. no momento da redacédo do seu artigo sobre o tema quando

colocaram no titulo “destino paradoxal do peréxinitrito”.”

® Titulo original em Inglés: “Paradoxical fate and biological action of peroxynitrite on human platelets.”
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A origem celular do superdxido vascular € variavel segundo os diferentes tipos

73,74

de vasos sangtliineos e parece estar em maior quantidade em certas doencgas

como o diabetes, hipertensdo e doenca coronariana.®®

Este conjunto de informacbes corrobora o pensamento de que a reacao de
limpeza do superdxido pelo NO poderia estar envolvida com a disfungcado endotelial
que esta diretamente relacionada com a aterosclerose. Investigagdes citadas por
Chanon e Guzik® na sua revisdo sobre o tema, relataram que a producdo de
superoéxido pelas enzimas Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Hidrogénio (NADPH)
oxidases esta progressivamente aumentada com o aumento do risco de doenca

coronariana.

z

E claro que outros mecanismos associados a diminuigao na producao do NO
podem estar também associados ao risco de doencas cardiovasculares causado
pela modulagdo negativa de tal molécula. Assim, é relevante que sejam destacadas
algumas informacdes acerca do NO e seu papel nas doencas cardiovasculares, o

que sera feito a seguir.

2.5 OXIDO NITRICO E FATORES DE RISCO CARDIOVASCULARES

Uma vez que o NO é uma molécula muito versatil e parece ter uma atuagao
sistémica diferenciada, questionamentos sobre qual a associacdo com riscos
cardiovasculares classicos sao ainda hoje objeto de estudo.

A seguir serdo realizados alguns comentarios sobre estudos e possiveis
mecanismos biomoleculares de associacdo entre o NO e fatores de risco

cardiovascular.
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2.5.1 Dislipidemia (hipercolesterolemia)

A hipercolesterolemia é um dos principais fatores causais da aterosclerose,
um processo histologicamente caracterizado por lesdes progressivas que vao desde
estrias de gorduras até a formacgéao de placas fibrosas que por fim causam oclusédo
do limem da artéria afetada.”” Ressaltando o que foi anteriormente comentado,
antes do aparecimento de qualquer mudanca ultra estrutural ocorre DE e este
fenbmeno parece estar associado a elevacao cronica do colesterol no sangue. Isto
porque estudos preliminares tém sugerido que a molécula LDL-colesterol poderia
inibir o relaxamento dos vasos via inativacdo do NO.”®"" Isto porque moléculas de
LDL-oxidado parecem diminuir a expressao da NOSS, alterar o mecanismo de
segundo mensageiro que desencadeia dentro da célula muscular lisa o relaxamento
ou reduzir a disponibilidade de substrato para a NOS3 atuar.”®"®

Um estudo feito por Feron et al.®® investigaram se a hipercolesterolemia
poderia reduzir a producédo de NO através da alteracao do seu equilibrio regulatério.
Para tanto os pesquisadores cultivaram células bovinas endoteliais adrticas na
presenca de soro obtido de voluntarios humanos normocolesterolémicos e
hipercolesterolémicos. A exposicdo das células endoteliais ao soro
hipercolesterolémico aumentou a quantidade de calveolina sem qualquer efeito
mensuravel nos niveis de NOS3. Este efeito foi associado pelos autores a disfuncao
da liberacao basal de NO através da formacao de um complexo inibitério calveolina-
NOSS3. As células expostas somente a porcao LDL-colesterol oriunda do soro dos
hipercolesterolémicos mostraram uma inibicdo do NO dose-dependente tanto quanto
uma superregulacao da calveolina e a formagao do complexo com a NOS3.

Como a hipercolesterolemia reduz a biodisponibilidade de NO, outras
evidéncias mostraram que a terapia genética com NOS3 em coelhos
hipercolesterolémicos revertia substancialmente o déficit de relaxamento vascular, a
expressao de moléculas de adesao, a deposicao lipidica e a infiltracdo das células

inflamatorias.?'82



45

2.5.2 Diabetes mellitus

A diabetes mellitus € uma doenca sistémica, de origem multifatorial em que
ocorre alteracdo crénica nos niveis de glicemia plasmatica, estando intimamente

relacionada com doencas cardiovasculares.

A principal causa de mortalidade em pacientes diabéticos do tipo 2 € a que
resulta de complicacdes ateroscleréticas. Por tal motivo evidéncias de que a DE
ocorra na diabetes sado indicadas em estudos que mostram valores elevados de
algumas moléculas relacionadas. Entretanto, como diversos fatores de risco
cardiovascular convencionais predisponentes a lesdo endotelial, como é o caso da
HAS, da hipercolesterolemia e do préprio envelhecimento, sdo prevalentes na
diabetes os mesmos poderiam estar influenciando o aparecimento da DE e da
aterosclerose nesta doenca. Entretanto, Wajchenberg® salienta que tais fatores de
risco ndo explicam totalmente o acentuado aumento na mortalidade cardiovascular

no diabético do tipo 2.

Entretanto, as investigacbes em pacientes diabéticos tém demonstrado
resultados conflitantes. Assim, pode-se dizer que 0s mecanismos pelos quais a
diabetes contribui para a DE nédo estdo totalmente elucidados, ainda que seja
provavel que a hiperglicemia cause danos potenciais ao endotélio. Estudos
experimentais em células endoteliais adrticas humanas mostram que a sintese ou
também a liberacdo do NO endotelial ndo esta diminuida apds a exposi¢ao a doses
elevadas de glicose. Entretanto, ocorreu uma producdo elevada de &anions
superoxido bem maior do que NO. Como a interagdo entre o superoxido e o NO é
muito rapida levando a formacao de um radical livre muito potente, o peréxinitrito, a
producdo desta molécula poderia contribuir para o estabelecimento da DE via
peroxidacdo lipidica.®* Os resultados também mostraram que as células tratadas
com glicose apresentavam niveis significativamente mais altos de NO e

provavelmente eram degradados pelo superoxido.

Por outro lado diversos estudos sugerem que a producao de NO esté reduzida
em pacientes diabéticos e que a diminuicdo desta molécula pode estar relacionada

com a patogénese do dano endotelial.®>® Outros estudos tém indicado que a
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insulina contribui para a manutencdo do tébnus vascular através de uma acao
fisioldgica seletiva no processo de vasodilatagcdo. No caso a vasodilatagdo mediada

pela insulina parece ocorrer via liberagdo de NO endotelial.3":®

2.5.3 Obesidade

Individuos obesos possuem alto risco de desenvolver outras morbidades
associadas a doencas cardiovasculares como a diabetes, a dislipidemia e a

hipertensao arterial.3%:9°1

Porém o numero de estudos relacionando a obesidade com éxido nitrico ainda
€ proporcionalmente pequeno. Anormalidades na vasodilatacdo endotelial em
obesos humanos e animais parecem estar ligadas a hiperglicemia.®*® Investigacdes
em modelos experimentais também indicam que os niveis basais de NO séao

menores em obesos.*

2.5.4 Hipertensao

A hipertensdo é uma doenca complexa, sendo um fator de risco
cardiovascular de alta relevancia. Incrementos na PA, tanto agudos quanto crénicos,
produzem, entre outras coisas, deterioracdo do endotélio e mudancas morfolégicas
na camada intima da artéria.®® Durante a hipertensdo cronica pode ocorrer
espessamento do endotélio para dentro do limen e aumento do espago sub-
endotelial. Estas mudancas histo-anatémicas poderiam reduzir o acesso do NO
derivado do endotélio para o musculo liso vascular, que, por sua vez, produziria mais
hipertrofia € um progressivo agravamento em decorréncia do remodelamento
vascular.?® Existem experimentos que Alfieri*® considera classicos, nos quais, ao se

interferir na sintese do NO ocorre aumento na PA dos animais investigados®’*®

99,100,101

ou

mesmo em seres humanos.
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Assim, a inibicdo cronica do NO conduz rapidamente ao aparecimento de
consequéncias organicas de uma hipertensdo arterial crbnica severa, com
aterosclerose e perda da vascularidade no sistema nervoso central (SNC) e
rins.102’1°3’1°4

A HAS em sua etiologia agrega tanto fatores ambientais como interacoes
gene-ambiente. Ainda que os mecanismos patogénicos da hipertensdo nao estejam
totalmente claros, evidéncias acumuladas até os dias de hoje, sugerem fortemente a
associacdo desta doenca com a regulagdo do NO.'%% |nvestigacdes tém mostrado
que pacientes hipertensivos costumam apresentar baixos niveis de NO tanto no
plasma quanto na urina. Parece que isto ocorre por existir disfuncdo na producao de
NO em tais pacientes.'®® Provavelmente a associacdo entre NO e HAS ocorre por
ser o NO um potente vasodilatador produzido pelas células endoteliais e que tem um
papel biolégico importante na regulacao propriamente dita da pressdo sanguinea.

Desde a metade do século XX se conhece que existe relacao direta entre o
consumo do sal, o incremento da PA e risco cardiovascular. Diferentes estudos
epidemiol6gicos tém comparado os niveis da PA em populagdes que culturalmente
ingerem maior ou menor quantidade de sal. No caso, os resultados tém mostrado
que existe uma maior incidéncia de hipertensdo nas populagcdes que ingerem
maiores quantidades de sal. Apesar do interesse na area e da sua importancia
clinica ainda ndo se conhecem os fatores determinantes da sensibilidade ao sal nos
seres humanos. Desta forma, alguns estudos tém sido publicados sobre o papel do
NO no controle da excrecdo do sédio e na hemodinamica renal.’””'°® Um exemplo
dado por Alfieri** na sua revisao sobre estudos do éxido nitrico e seu papel mediador
em diversas funcoes fisiolégicas e fisiopatoldgicas € o trabalho feito em ratas obesas
da raga Zucker, em que foi observado que o aumento dos niveis de NO na medula
renal incrementa a pressao da perfusao renal. Os autores concluiram que 0 aumento
do NO permite a eliminagdo do sddio sem que ocorram mudancas importantes na
pressao renal. Paralelamente, estudos tém demonstrado que a administracao de L-
arginina a ratas SS preveniu o desenvolvimento de hipertensao arterial e reduziu a

resposta hipertensora ao sal.*>'%°

Estudos adicionais também tém demonstrado que interagdes gene-ambiente
associadas a enzima NOS3 podem estar associadas a hipertensao. Esta hipbtese é
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sustentada pelo estudo de Miyaki et al."'® que descreveram que a ingestdo de sal
afetou a associacado entre o polimorfismo da T786C da NOS3 e hipertensdo. Este
tipo de estudo abre espaco para questionamentos de que, se existe interacdo gene-
nutricdo, também poderia existir interacdo gene-atividade fisica neste tipo de

situacao?

2.6 OXIDO NIiTRICO E ATIVIDADE FiSICA

Uma grande quantidade de evidéncias epidemioldgicas, clinicas e patoldgicas
tém demonstrado que a atividade fisica regular é capaz de produzir uma reducéo nas
enfermidades e riscos cardiovasculares incluindo aterosclerose, hipertensdo e
hiperlipidemia. Estudos demonstraram um incremento no didmetro coronariano
depois de um periodo de treinamento fisico regular sugerindo que um programa de
exercicio pode reduzir a resisténcia vascular. E interessante salientar que o efeito
benéfico da atividade fisica ocorre tanto em pacientes hipertensos quanto em
individuos saudaveis. Apesar de ja se ter revisado anteriormente o papel benéfico da
atividade fisica no organismo, o mecanismo pelo qual se obtém estes efeitos ainda

n&o esta totalmente elucidado. ''-112113

Qual seria o possivel papel da atividade fisica na modulacdo do NO? E
relevante lembrar que no sistema cardiovascular dos mamiferos, o endotélio
apresenta respostas singulares as forgas do fluxo sangtineo. O fluxo pulsétil e a
forca de cisalhamento (shear-stress) sao os estimulos fisiolégicos responsaveis em
parte pela liberacdo basal do NO."™ No caso, estes eventos ndo s6 se produzem

durante um exercicio fisico como sao proporcionais a intensidade dos mesmos.

Os fatores hemodinamicos (definidos como forcas mecéanicas do fluxo
sanglineo) afetam a biologia endotelial tanto por acdo direta das forcas de
cisalhamento quanto pela deformacdo por pressado, assim como de modo indireto
através de compostos quimicos e agonistas. Estes atuam na superficie endotelial
alterando a interacdo destas moléculas com os seus receptores endoteliais. Na

realidade estes dois mecanismos nao sao excludentes um do outro ja que as forcas
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hemodinamicas ao atuar de forma direta sobre as enzimas de superficie dos
receptores poderiam modificar a interacdo substrato-enzima e agonista-receptor,

assim como também podem trocar a concentracdo da superficie dos agonistas.*®

Por este motivo, a forga de cisalhamento pode, entre outras coisas, ativar ou
estimular a sintese da enzima NOS3. Aqui cabe recordar que como a NOS3 possui
um sitio de miristilacdo, este permite que a enzima se encaixe na membrana
plasmatica facilitando a ativacdo da NOS3 pelas forcas de cisalhamento, que séo
produzidas durante a atividade fisica. Bode-Borger et al.""® demonstraram que a
atividade fisica regular produz um incremento na quantidade urinaria de nitritos e
nitratos e de GMPc excretados por sujeitos sadios sugerindo que tal incremento
poderia contribuir na vasodilatacdo associada ao exercicio.

Um estudo conduzido por Sessa et al.''® descreveu aumento na NOS3
constitutiva em animais submetidos a um programa de exercicio fisico. Segundo
Sessa os resultados obtidos neste tipo de investigagdo poderiam contribuir para dar
uma explicagdo parcial da acdo benéfica da atividade fisica regular sobre a saude
cardiovascular, ja que o exercicio induziria ao aumento na expressdao da NOS3
melhorando a biodisponibilidade do NO endégeno. O aumento da biodisponibilidade
nao s6 aumenta a vasodilatacdo, mas também inibe a agregacao plaquetaria, possui
propriedades anti-oxidantes, antiproliferativas e antiapoptéticas.'’” Por sua vez a
inatividade fisica poderia afetar a funcdo endotelial e alterar a modulagédo do NO,
como foi mostrado pelo estudo de Suvorava et al."'® que investigou os efeitos da
inatividade fisica em camundongos jovens. Estes pesquisadores observaram que
nos camundongos inativos ocorreu uma redugado estatisticamente significativa na
atividade da enzima citrato sintase, no vasorrelaxamento dependente do endotélio, e

na expressao da NOSS3.

Entretanto, uma vez que o balanco entre os niveis de NO e de radicais livres
pode levar a um maior conjunto de efeitos benéficos ou ndo, uma questdao também
relevante de ser investigada seria qual o efeito de diferentes intensidades de
exercicio na vasodilatacao dependente do endotélio? Um estudo conduzido por Goto

et al."®

investigou esta questdo em 26 japoneses saudaveis do género masculino
com uma idade média de 25 anos. No experimento foram avaliadas as respostas de

fluxo sangliineo do antebraco para a acetilcolina, que € um vasodilator dependente
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do endotélio e o isosorbide dinitrato que é um vasodilatador independente do
endotélio, antes e ap6s a realizagdo de exercicios com diferentes intensidades. As
intensidades foram definidas como baixa (25% do VOzmax), moderada (50% do
VO,max) e alta (75% do VO.max). Os exercicios foram realizados em cicloergbmetro
durante 30 minutos de cinco a sete vezes por semana durante doze semanas.
Adicionalmente marcadores de estresse oxidativo como é o caso da 8-hidroxi-
deoxiguanosina que indica dano no DNA, foram medidos. Os resultados mostraram
que exercicios aerbbios de intensidade moderada aumentaram a vasodilatacido
dependente do endotélio através do aumento da producdo de NO. Ja, exercicios de
alta intensidade possivelmente aumentaram o estresse oxidativo uma vez que

ocorreu aumento nos niveis de dano do DNA.

Um outro estudo conduzido por Bergholm et al."?® mostrou que treinamento
fisico intenso ao longo de 12 semanas a 70-80% do VO.max que consistiu de uma
hora de corrida quatro vezes por semana resultou na diminuicdo de moléculas anti-
oxidantes circulantes no sangue como é o caso do alfa-tocoferol e beta-caroteno em
homens saudaveis. Estes achados sugerem que o exercicio intenso ao longo de um
periodo extenso de tempo (12 semanas) pode prejudicar a vasodilatacdo endotélio-
dependente através da diminuicdo dos niveis de anti-oxidantes e aumento das
EROXx, que resulta na redugéo na biodisponibilidade do NO.

Investigagdes também tém sido feitas em individuos com doenga ou risco
cardiovascular. Na revisdo feita por Kingwell'?' sobre a regulagdo do NO durante o
exercicio o autor salientou que, dada a importancia do NO como mecanismo
sinalizador durante o exercicio, o treinamento de individuos com alto risco
cardiovascular ou com doenca coronariana estabelecida poderia aumentar a
biodisponibilidade do NO e representar um importante fator pelo qual este

treinamento poderia ser benéfico e importante para a prevencao secundaria.

Kingwell'?" ainda destaca os efeitos do treinamento fisico na fungdo do NO e
subseqientemente nos riscos cardiovasculares. O autor coloca que o potencial
terapéutico para normalizar a vasodilatacdo dependente do NO em pacientes
doentes tem sido examinado em muitos estudos, ainda que poucos tenham
publicado os efeitos metabdlicos relacionados com o NO incluindo a modulacao da

glicose. Entre estes efeitos pode ser destacado: (1) aumento da vasodilatacao
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dependente do endotélio em hipertensos que realizaram caminhadas diarias durante
30 minutos em um periodo de 12 semanas; (2) melhoria do perfil lipidico em
pacientes hipercolesterolémicos submetidos a exercicios moderados; (3) aumento na
recaptacdo celular da glicose em pacientes diabéticos também submetidos a

treinamento.

Apesar deste conjunto de evidéncias mostrando o efeito benéfico da atividade
fisica na biodisponibilidade do NO, fatores intervenientes podem afetar a relacdo NO
e atividade fisica, entre os quais, as variacdes genéticas na NOS3 tém um papel

consideravel.

2.6.1 Polimorfismos genéticos da Enzima Oxido Nitrico Sintase

Como ja foi comentado anteriormente, a maior parte do NO biologico é
produzido enzimaticamente a partir da L-arginina por uma familia de trés enzimas
denominadas NOS. Entretanto, salienta-se que producdo ndo enzimatica de NO
pode ocorrer via peréxido de hidrogénio com a arginina ou peroxinitrito com
glutationa. Das trés, a NOS3 é também a principal isoenzima expressa pelo epitélio
pulmonar e é responsavel pelo NO exalado. Evidéncias tém mostrado também que a
regiao promotora funcional da NOS3 expressada nas células epiteliais é diferente
das células endoteliais. Ja a nNOS é expressa tanto nos neur6nios quanto no
musculo esquelético sendo responsavel pela producgao fisiologica do NO nestes
tecidos. Uma vez que as terminacdes nervosas estdo distribuidas densamente na
parede vascular, a NOS3 neuronal também pode contribuir significativamente para a
producdo dos niveis basais de NO. Apesar desta relacdo ainda existem poucos
estudos sobre o papel da nNOS nas doencas cardiovasculares. Ja a iINOS nao é
geralmente expressa em um estado sub-estimulado, mas pode ser induzida em

estados inflamatérios ou infecciosos.

No caso da NOS3, que é objeto do presente estudo, o gene que a produz
possui 26 exons e tem mais que 21kb (GenBank D26607).'% Como o gene da NOS3

foi o primeiro a ser sequenciado, diversas variacoes genéticas foram observadas
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tanto na regido promotora quanto em exons e introns. Wang e Wang'? revisando as
variagdes genéticas da NOS3 e sua associacdo com doencas cardiovasculares,
destacaram alguns polimorfismos de um nucleotideo simples (single nucleotide
polymorphism).

Wang e Wang'? revisaram estudos caso-controle de polimorfismos da NOS3
e doencas ou riscos cardiovasculares. Destes, quatorze investigaram doenca arterial
coronariana, sendo que seis apresentaram associacao positiva entre a doenca e 0s
polimorfismos estudados. Dois estudos investigaram espasmo cardiaco, sendo que
um apresentou associacao positiva. Onze estudos focaram a hipertenséo, sendo que
seis apresentaram associacao estatistica com polimorfismos da NOS3. J&, das cinco
investigacdes sobre AVC citadas, duas apresentaram associacao positiva e das sete
sobre doencga renal quatro foram significativas. O conjunto dos trabalhos citados
sugere fortemente influéncia da variacao genética no gene NOS3 em associacao
com doengas cardiovasculares. Entretanto, assim como existem trabalhos que

encontraram associagcdo com um dado polimorfismo, outros ndo encontraram.

Por este motivo Wang e Wang'®® destacaram no seu artigo que ainda nao
esta claro se as associagdes com os polimorfismos da NOS3 e doencas vasculares
poderiam ser afetadas por fatores ambientais. Aqui os mesmos destacaram o
tabagismo como exemplo. Isto porque, ainda que a NOS3 seja uma enzima
constitutiva sua expressao pode ser regulada por varias condicdes que mudem o

fluxo hemodinamico.

Neste caso, a atividade fisica também poderia influenciar a expressado da
NOSS3. No caso pessoas portadoras de polimorfismos que diminuissem a expressao
da NOS3, mas que ao longo da sua vida ou por periodos extensos realizaram
atividade fisica poderiam apresentar um perfil saudavel, assim como pessoas com
genoétipos normais mas alta taxa de sedentarismo poderiam apresentar um perfil

cardiovascular patolégico.

Investigar o quanto esta interacdo (gene da NOS3-atividade/inatividade fisica)
seria verdadeira é uma tarefa ardua mas que é relevante para se entender e até
mesmo, no futuro, se manejar de modo diferenciado o treinamento fisico das

pessoas.
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Nestes termos, o presente trabalho focou este questionamento, realizando, de
modo exploratorio, uma primeira analise entre a relacdo dos niveis habituais de
atividade fisica de idosos, o polimorfismo G894T da NOSS e indicadores de saude.
Optou-se por investigar idosos, uma vez que representam um grupo de
sobreviventes em relacdo a populagcao mais jovem indicando a ocorréncia de fatores

que contribuiram positivamente para o seu envelhecimento.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a interagdo entre atividade fisica cotidiana, o polimorfismo G894T

da NOS3 e fatores de risco e morbidades cardiovasculares(antropologicos,

fisioldgicos, bioquimicos e clinicos)em idosos que vivem na cidade de Gravatai.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em idosos socialmente ativos (participantes de grupos de terceira idade):

descrever as freqUéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo G894T da
NOS3;

descrever a prevaléncia de idosos insuficientes ativos e suficientemente
ativos;

analisar a associag¢do entre o polimorfismo da NOS3 com fatores de risco e
morbidades cardiovascular.

analisar a associacado entre atividade fisica cotidiana e fatores de risco e
morbidades cardiovascular;

analisar a interacé@o entre o polimorfismo da NOSS3 e atividade fisica cotidiana

em fatores de risco e morbidades cardiovascular.
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4 METODOLOGIA

4.1 DELINEAMENTO

Foi realizado um estudo retrospectivo, observacional, individuado utilizando
como base de dados o Projeto GENESIS - Gravatai.

4.2 MATERIAL E METODOS

O Projeto GENESIS-Gravatai,'** foi executado em duas partes: 1%) Analise
quali-quantitativa do perfil da populag¢ao gaucha visando a escolha do municipio para
a implementacéo do projeto, bem como a descricdo da estrutura geral do projeto; 2%)
analise do perfil de migracdo e étnico de idosos incluidos na primeira fase do
Projeto.

1% Parte: os seguintes critérios foram determinados para a escolha do
municipio: 1. localizagdo até 50 km de distancia de Porto Alegre-RS, local onde se
encontra o nucleo de investigacao (IGG-PUCRS); 2. ter sido fundado por elementos
étnicos que inicialmente povoaram o Estado, principalmente por individuos europeus
de origem portuguesa mesclados a grupos étnicos amerindios (particularmente,
indigenas tupis de origem guarani), escolha preferencial de municipios fundados até
1950, tendendo-se a excluir os municipios criados a partir de outros pré-existentes
apos este periodo; 3. expectativa de vida média ao nascer proxima a do RS (70-72
anos de idade); 4. produto interno bruto (PIB), em délar, médio-superior (> 800.000
dolares/ano); 5. um tamanho populacional entre 100 e 250 mil habitantes e uma taxa
de imigracao elevada, avaliada pelo crescimento populacional do municipio a partir
da analise dos dados dos censos populacionais realizados entre 1939 a 1996 e
analise da proveniéncia dos individuos imigrantes, para que possiveis variacdes

étnicas presentes na populacao gaucha pudessem estar contempladas.
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Para a realizacdo da primeira parte do estudo foram utilizadas informacdes
obtidas a partir da base de dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE),'®® do Sistema de Informagdo de Mortalidade do Sistema Unico de Salde
(DATASUS),"®® da Fundacdo Estadual de Economia e Estatistica do Rio Grande do
Sul (FEE-RS)'*" e da Secretaria Estadual de Salde do Estado do Rio Grande do
Sul.”®® Os anos de referéncia para andlise do perfil dos municipios candidatos a
implementagéo do projeto foram preferencialmente 1996 e 1997, e alguns dados

econdmicos relativos ao ano de 1998.

2% parte: um estudo transversal, observacional, descritivo-analitico foi
realizado, com vistas a implementagcdo de uma investigagdo do coorte em um
subgrupo populacional de idosos. A estrutura do protocolo foi feita com base em

pressupostos tedricos descritos por Skzio.'?

4.3 POPULAGAO, AMOSTRA E ORIGEM DOS DADOS

Um estudo de base comunitaria foi realizado, incluindo-se sujeitos que
realizavam atividades sociais informais (grupos de terceira idade). Tal escolha foi
feita porque uma vez que se optou pelo desenvolvimento do projeto em uma
populacdo com taxa de migracao alta e com um tamanho populacional relativamente
grande (>100 mil habitantes) a inclusdo e o seguimento de uma amostra sem
estrutura organizacional comunitaria e/ou governamental poderiam causar perdas

amostrais significativas, inviabilizando o seu seguimento.

Para o calculo do tamanho da amostra: considerando-se uma populacao de
idosos com tamanho maximo de morbidades, estimada a partir de estudos
similares,'?® de 0,50, um erro padrdo de 0,03, intervalo de confianca de 0,95 e uma
perda potencial de 0,20, mostraram a necessidade de inclusdo de 1066 individuos.
Uma vez que, entre 1999-2000, havia 1.158 idosos participantes de grupos de
terceira idade com idade =260 anos cadastrados na Secretaria de Cidadania e Acao
Social do Municipio de Gravatai-RS, optou-se pela inclusdo de 100% dos mesmos.
Os critérios de exclusdo foram a nao concordancia do idoso em participar do
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presente estudo, bem como a retirada de individuos previamente diagnosticados
com doenga arterial coronariana (angina pectoris e I1AM).

A fim de nao discriminar idosos com idade inferior a 60 anos, uma avaliacéo
geral de saude dos mesmos foi realizada sendo fornecidas orientagbes preventivas
de doencas crénico-degenerativas, com énfase as doencas cardiovasculares.

Os dados coletados dos idosos previamente selecionados e incluidos no
Projeto GENESIS-Gravatai entre os anos de 1999 a 2003, foram investigados para
responder aos objetivos deste estudo.

4.4 INSTRUMENTOS DE AVALIACAO

Conforme Flores et al.,'

para a coleta e a comparacao dos dados foi
adotado um instrumento de avaliagdo com um conjunto de variaveis similares as
investigadas no Relatério Estadual Multidimensional do Idoso (REMI-RS).
Adicionalmente, foram incorporadas variaveis analisadas em estudos sobre
epidemiologia do envelhecimento. O instrumento abordou as seguintes questoes:
situacao socioeconémica, estrutura familiar, condicées de saude fisica e cognitiva. O
instrumento foi aplicado sob a forma de uma entrevista estruturada e as condigbes
de saude fisica e cognitiva foram avaliadas a partir de auto-relato e/ou
autopercepcdo (relato de saude, disfuncdes e de morbidades prévias).”®! As
seguintes variaveis clinicas e antropométricas foram investigadas: 1. Presséo
arterial, medida no bragco direito, com o individuo sentado, através de
esfigmomanémetro de coluna de mercurio, tendo sido realizadas duas medidas com
cinco minutos de intervalos entre elas, apdés o paciente estar dez minutos em
repouso, sendo que 0s niveis iguais ou acima de 140 mmHg, para pressao sistélica
(PAS), e/ou de 90 mmHg, para pressao diastélica (PAD), foram considerados
alterados segundo critérios do Ill Consenso Brasileiro de Hipertensdo 1998;'% 2, A
estatura em metros, obtida com a utilizagdo de um estadibmetro, e a massa corporal
em quilogramas obtida com a utilizacdo de uma balanca digital, foram utilizados para
o calculo do IMC através da razao da massa em Kg pela estatura em metros ao
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quadrado. 3. A circunferéncia abdominal minima (cintura): os dados foram coletados
a partir de medida realizada ao nivel da crista iliaca, com a utilizacdo de uma fita
métrica. 4. Porcentagem de gordura corporal: foi obtida através da quantificacao por
impedancia bioelétrica (aparelho tipo HBF-300, OMRON, Japan). 5. Para as
variaveis bioquimicas (perfil lipidico e glicémico): foi coletado sangue periférico dos
idosos, sendo observado um jejum de no minimo 12 horas e realizadas reacdes
quimicas que foram analisadas por espectrofotometria; para classificar o perfil
lipidico dos idosos, utilizou-se o Ill Consenso Brasileiro de Dislipidemia.’® 6. Os

1.13% através

niveis de atividade fisica foram investigados previamente por Cruz et a
da aplicacédo do “Questionario Internacional de Atividade Fisica” (IPAQ). O autor do

presente trabalho participou ativamente na coleta dos dados acima descritos.

Os recursos utilizados para a conducao dos estudos foram obtidos junto ao
Conselho Nacional de Pesquisa e Desenvolvimento (CNPq), pelo Conselho de
Aperfeicoamento de Pessoal Docente (CAPES), pela Fundacido de Amparo a
Pesquisa do Rio Grande do Sul (FAPERGS) e pela Prefeitura Municipal de Gravatai.

Os dados obtidos estdo armazenados nas pastas de formularios dos idosos e
os cadernos de biologia molecular, organizados dentro das boas praticas
laboratoriais internacionais (com folhas numeradas e com fotos das genotipagens
realizadas) que se encontram sob a tutela da Pontificia Universidade Catdlica do Rio
Grande do Sul - PUCRS. Uma vez que o delineamento de todos os estudos, bem
COMO 0S recursos para a sua execucao estavam sob a responsabilidade da Profa.
Dr. Ivana Beatrice Manica da Cruz, foi obtida autorizacdo prévia para o0 seu uso na
tese desenvolvida (Apéndice B).

45 CARACTERIZACAO GERAL DOS INDICADORES DO MUNICIPIO DE
GRAVATAI

Para o desenvolvimento desta tese uma analise adicional dos indicadores
atuais demograficos e de saude do Municipio de Gravatai foi conduzida.
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4.5.1 Indicadores demograficos

A comparacao do Brasil, RS e Gravatai das expectativas de vida para o ano
2000, bem como das piramides etarias dos anos 1980 e 2000 sao respectivamente
apresentados nos Apéndice C e Figura 3, mostrando grande similaridade de

Gravatai com o Estado do Rio Grande do Sul.

Expectativa de Vida ao Nascer

74 73,4 73,6
73 A
72 A
71 A
70 -
69 -
68 -
67 -
66 -

Brasil RS Gravatai

Figura 4 - Expectativas de vida ao nascer para o ano de 2000.Fonte: FEE-RS.'®

4.5.2 Indicadores epidemiolégicos de mortalidade

Uma comparacdo da evolugdo da mortalidade proporcional (%) por faixa
etaria segundo o grupo de causas (CID10) também foi feita entre Gravatai, Brasil e
Rio Grande do Sul sendo apresentada no Apéndice D."®

Nos grupos etarios mais velhos da populacédo as taxas de mortalidade foram
muito similares as do Rio Grande do Sul e do Brasil.
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4.5.3 Demais indicadores de saude

Uma sintese geral de outros indicadores de saude e qualidade de vida da
populacdo de Gravatai, é apresentada no Apéndice E, com dados obtidos do IBGE.?

4.6 DESCRICAO DAS PRINCIPAIS VARIAVEIS INVESTIGADAS NO ESTUDO

4.6.1 Variaveis socioeconomicas e culturais

Dados coletados sobre nivel de escolaridades (em anos de estudo), renda
mensal, estado civil, situacéo laboral (aposentado/ativo), tipo de moradia, com quem

vive foram utilizadas para caracterizar a amostra investigada.

4.6.2 Variaveis antropométricas e fisiolégicas relacionadas com obesidade e
hipertensao arterial sistémica

Foram consideradas variaveis coletadas a partir de exame fisico como: o
peso, a altura, a circunferéncia abdominal, a porcentagem de gordura corporal
(Y%gordura) e a pressao arterial. Adicionalmente foi utilizado para caracterizar
sobrepeso e obesidade: (1) indice de Quetelet (IMC= peso/altura®). Valores até 25
kg/m? foram considerados normais, valores entre 25 kg/m? e 30 kg/m? foram
considerados sobrepeso e, acima de 30 kg/m?, obesidade, conforme recomendagao
da Organizacdo Mundial da Saude.”™” Para determinacdo da estatura os individuos
deveriam estar em pé, com o0s calcanhares unidos e encostados a base do
estadidmetro, procurando colocar também a cintura pélvica, a cintura escapular e a
regido occipital em contato com o aparelho. A cabeca ficou orientada no plano de
Frankfurt, que é a posicao definida quando a linha imaginaria que passa pelo bordo
inferior da 6rbita e o ponto mais alto do conduto auditivo externo esta paralela ao
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solo e forma um angulo reto com o eixo longitudinal do corpo. Para determinacao da
massa corporal o avaliado posicionou-se em pé no centro da balanca procurando
mover-se 0 minimo possivel para evitar grandes oscilagbes nos valores a serem
registrados. A massa corporal foi registrada em quilogramas, com uma precisao de
100 gramas.; (2) circunferéncia abdominal (cintura): os dados foram coletados a
partir de medida realizada ao nivel da crista iliaca, com a utilizacdo de uma fita
métrica, com escala em cm. A fita métrica foi colocada ao redor da cintura dos
individuos ficando de forma levemente ajustada a circunferéncia sem que o tecido
adiposo ficasse comprimido, evitando com isso possiveis valores subestimados,
valores até 80 cm foram considerados normais para mulheres e até 94 cm foram
considerados normais para homens. Acima destes valores, os individuos foram
considerados portadores de obesidade central.”*® (3) Porcentagem de gordura
corporal: foi obtida através da quantificacao por impedancia bioelétrica (aparelho tipo
HBF-300, OMRON, Japan). Para esta quantificacdo, os idosos deviam estar em
posicao supina (em pé), segurando o aparelho com ambas as maos a frente do
corpo.’® A partir dos critérios propostos por Lemieux et al.,'*® as idosas foram
consideradas obesas quando apresentavam %gordura >35 e os idosos quando
apresentavam %gordura >25. (4) para caracterizar hipertensdo foi utilizada
referéncia de diagnéstico prévio realizado por um médico. Adicionalmente foram
considerados os dados coletados sobre avaliacao da pressao arterial sistémica (PA).
A PA foi obtida a partir da medida da pressao arterial sistélica (PAS) e diastélica
(PAD), utilizando-se esfigmomandmetro de mercurio (Erka, Germany) com manguito
adequado para a circunferéncia do brago direito. Para tanto, cada participante
permaneceu em repouso (sentado) por no minimo 5 minutos antes do inicio das
medi¢des. Duas medidas foram tomadas de cada voluntario guardando-se intervalos
de aproximadamente 30 minutos entre as mesmas. O aparecimento dos sons foi
utilizado para a identificacao da PAS e o desaparecimento (fase V de Korotkoff) para
identificacdo da PAD. Devido a possibilidade da existéncia de pseudo-hipertensao
causada pelo enrijecimento da artéria braquial por aterosclerose (que pode elevar a
pressdo em 30 mmHg ou mais), utilizou-se concomitante a medicdo da PAS a
manobra de Osler (que é considerada positiva quando a artéria radial permanece

141

palpavel ao se insuflar o manguito acima do nivel da PAS), ™' sendo que estes casos

foram excluidos. Valores de pressao arterial inferior a 140/90 mmHg foram
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considerados normais, conforme as recomendacgdes do Ill Consenso Brasileiro de

Hipertensao.'?

4.6.3 Variaveis associadas a dislipidemia

Dados relacionados com analises bioquimicas do perfil lipidico também foram
considerados no presente estudo. As analises foram feitas a partir da coleta de
amostra de sangue venoso, estando os voluntarios em jejum de no minimo 12 horas.
As coletas foram feitas em tubos sem anticoagulante para quantificagdo do perfil
lipidico (colesterol total, HDL-colesterol, LDL-colesterol e triglicérides) e glicemia que
foram realizadas no Laboratério de Bioquimica e Genética Molecular do IGG-
PUCRS. Para avaliacdo do colesterol total (CT) a técnica manual de reacao
enzimatica colorimétrica para a quantificacdo do colesterol total através do uso de
reagente enzimatico comercial Cholesterin/Cholesterol Chod-Pap (MPR2,
Boehringer-Mannheim, Germany) foi utilizada. Leituras de padrdes de colesterol 50
mg/dl, 100 mg/dl, 200 mg/dl e 400 mg/dl do Preciset Cholesterol Calibrator 125512
(Boehringer-Mannheim, Germany) foram feitas sendo considerado como valor final a
média de 2 determinacdes realizadas para cada amostra plasmatica.'*? O HDL-
colesterol foi medido através da técnica de precipitagdo com Heparina-Mn?* de
Gildez com algumas modificacbes para a determinacdo plasmatica do HDL-c. As
lipoproteinas que continham Apolipoproteinas B-100 (as VLDL e LDL) foram
precipitadas com heparina-Mn?* (Sigma Chemical Co, USA); apés foram incubadas
e centrifugadas (centrifuga refrigerada Model RB-18ll, Tomy Seiko Co. Ltd, Japan).
O sobrenadante foi entao coletado para se realizar a quantificacdo das particulas de
HDL-c através de reacdo enzimatica colorimétrica para colesterol, sendo
considerado como valor final a média de duas determinacbes feitas para cada
amostra plasmatica.'®® Os niveis de triglicerideos plasmaticos foram obtidos pela
utilizagdo da técnica manual de reagcdo enzimatica colorimétrica através do kit
comercial Labtest TG Gpo-Ana enzimatico (Argentina). Leituras de padrbes de
triglicérides de 150mg/dl, e 300mg/dl foram feitas usando o Preciset Triglicéride
Calibrator 125512 (Boehringer-Mannheim, Germany), sendo considerado como valor

final a média de duas determinagdes realizadas para cada amostra plasmatica.'** Os
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niveis de LDL-colesterol plasmatico foram estimados através da férmula de
| 144

Friedewald para valores de triglicérides inferiores a 400 mg/d

Os valores de referéncia de colesterol total, LDL-c, HDL-c e TG foram usados
segundo recomendacdo do lll Diretrizes Brasileiras sobre Dislipidemia e Diretriz de
Prevencdo da aterosclerose do Departamento de Aterosclerose da Sociedade

Brasileira de Cardiologia (Tabela 1)."*®

Tabela 1 - Valores do perfil lipidico segundo as recomendacoes da lll Diretrizes
Brasileiras sobre Dislipidemia para adultos (>20 anos).'*®

Lipides Valores (mg/dL)

Desejaveis Limitrofes Aumentados
CT <200 200-239 > 240
LDL-c <130 130-159 > 160
HDL-c > 35 - -
TG <200 - > 200

4.6.4 Variavel associada a diabetes do tipo 2

Referéncia dos voluntarios de histéria prévia por diabetes diagnosticada por
um médico foi considerada no presente estudo. Adicionalmente, niveis glicémicos
também foram considerados no presente trabalho. Para tanto o método enzimatico
colorimétrico, através do kit comercial da Bio Diagnéstica ICQ Ltda (Parana, Brasil),
sendo considerado como valor final a média de duas determinagdes realizadas para
cada amostra plasmatica. Os niveis plasmaticos de glicose acima de 126 mg/dl

foram considerados diagnéstico de diabetes mellitus.'**



64

4.7 CLASSIFICACAO DA ATIVIDADE FiSICA

Foi utilizado o “Questionario Internacional de Atividade Fisica” (IPAQ): Este
instrumento foi validado em um estudo realizado no ano de 2000 em doze paises
(Australia, Canada, Finlandia, Guatemala, ltalia, Japdo, Portugal, Africa do Sul,
Suécia, Inglaterra, Estados Unidos e Brasil) sob a coordenagcdo e supervisdo da
Organizacao Mundial de Saude, do Centro de Controle e Prevencdo de Doencas
dos Estados Unidos e do Instituto Karolinska da Suécia. No Brasil o Centro de
Estudos do Laboratério de Aptiddao Fisica de Sao Caetano do Sul (CELAFISCS),
coordenado pelo Dr. Victor Matsudo, foi o responsavel pelo desenvolvimento da
pesquisa. Em 2001 o Comité Executivo responsavel pelo desenvolvimento do IPAQ
publicou um relatério parcial desta aplicagdo experimental no qual indicava que este
questionario apresentava caracteristicas psicométricas aceitaveis para uso em
estudos de prevaléncia sobre a participacdo em atividades fisicas.'*® Os resultados
finais desse estudo foram entéo publicados por Craig et al.'*®

O Questionario Internacional de Atividade Fisica (IPAQ), possui oito versdes
de questionarios e duas formas de aplicacdo: longa e curta. E um instrumento de
precisao, de facil aplicacdo e baixo custo, usado internacionalmente, que permite
estimar o tempo semanal gasto na realizacdo de atividades fisicas de intensidade
moderada a vigorosa e em diferentes contextos da vida (trabalho, tarefas
domésticas, transporte e lazer) possibilitando realizar um levantamento da
prevaléncia da atividade fisica em grandes grupos populacionais. O IPAQ ¢é aplicado
sob a forma de uma entrevista estruturada tendo como referéncia a ultima semana
de vida do avaliado, contendo perguntas em relacdo a freqiéncia e duracao da

realizacdo de atividades fisicas moderadas, vigorosas e de caminhada (Anexo A).

Uma vez que a forma completa do IPAQ ¢é altamente complexa e que muitos
dos dados relativos ao tempo de atividade acabam sendo muito subjetivos,
principalmente devido a grande prevaléncia da diminuicao biolégica na performance
cognitiva dos idosos, os dados coletados foram re-analisados tendo como referéncia
a forma curta do IPAQ associada a uma analise parcial dos dados obtidos na forma
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longa do IPAQ. Esta forma tem sido investigada em estudos populacionais

brasileiros anteriores como é o caso do feito por Baretta em 200

147
5.

Na forma curta do IPAQ os critérios propostos e o agrupamento em

categorias classificam as populagcdes em trés categorias: insuficientemente ativo,

suficientemente ativo e muito ativo baseados nas seguintes caracteristicas:

a)

INSUFICIENTEMENTE ATIVO: aquele que nao realizou nenhum tipo
de atividade fisica ou realizou algum tipo de atividade fisica, porém nao
suficiente para se enquadrar nas categorias 2 e 3.
SUFICIENTEMENTE ATIVO: aquele individuo que cumpriu as
recomendacgdes de:
ba) 3 ou mais dias de atividade vigorosa de pelo menos 20
minutos por dia OU;
bb) 5 ou mais dias de atividades de intensidade moderada ou
caminhadas de pelo menos 30 minutos por dia OU;
bc) 5 ou mais dias de qualquer combinacgéo de atividades entre
caminhadas e atividades com intensidade moderada ou
vigorosa alcancando um minimo de pelo menos 600 MET-
minutos/semana.
MUITO ATIVO: aquele individuo que excede o minimo exigido pelas
recomendacgdes para a pratica de atividade fisica. Esta categoria fixa
um limite mais alto de atividade fisica. Os dois critérios para a

classificagdo como muito ativos, séo:

ca) atividades de intensidade vigorosa, em pelo menos 3 dias
da semana e acumulando pelo menos 1500 MET-
minutos/semana OU;

cb) 5 ou mais dias de qualquer combinacgéo de atividades entre
caminhadas e atividades com intensidade moderada ou
vigorosa, alcancando um minimo de pelo menos 1500
MET-minutos/semana.
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."3% ja haviam demonstrado que a prevaléncia de

Uma vez que Cruz et a
idosos muito ativos era baixa, optou-se por classificar os mesmos apenas nos dois

primeiros grupos: insuficientemente ativo e suficientemente ativo.

4.8 VARIAVEIS ASSOCIADAS A GENOTIPAGEM MOLECULAR

O DNA que foi utilizado para analisar o polimorfismo genético da NOSS3 foi
obtido dos leucécitos de amostras de sangue periférico venoso coletado por um
sistema de vendlise a vacuo e armazenado em tubos com 1% de EDTA (com um
volume final de concentracdo de 1mg/dL). Apds a coleta, o material coletado foi
mantido a 4°C até a extragdo do DNA por até 24 horas. A seguir o DNA gendémico foi
isolado dos leucdcitos utilizando o kit de extracdo Genomic Blood DNA Purification
(Amersham Biosciences Inc, Co.).'*®

O polimorfismo genético foi determinado através das técnicas consorciadas
de amplificacdo génica (Polymerase Chain Reaction, PCR) seguida de genotipagem
via enzima de restricdo (Restriction Fragment Lenght Polymorfism, RFLP). Para
averiguar o polimorfismo G894T (Glu298Asp) da NOSS realizou-se a técnica de
polymerase chain reaction/restriction fragments lenght polymorphism (PCR-RFLP).
Foram utilizados 1,25 uL dos primers: forward 5° TCC CTG AGG AGG GCA TGA
GGC T 3 e reverse 5 TGA GCC TCA CAC AGG TTC CT 3, taq polimerase 0,25 pL,
dNTPs 2,0 uL, MgCI2 (cofator) 0,75 uL, tampao 2,5 uL e 16,5 uL de H,O meQ. O
produto do PCR foi visualizado através de eletroforese em gel de agarose 2%,
corado com brometo de etidio. Apds a genotipagem, o produto amplificado foi
digerido pela endonuclease de restricdo Ban Il (Invitrogen, USA), utilizando-se 20 uL
do produto do PCR, 0,65 uL da enzima Ban Il, tampao 2,5 pyL e 1,85 de H.O meQ. A
digestado foi realizada a 37°C durante 20 horas. Os fragmentos digeridos foram
visualizados por meio de eletroforese em gel de agarose 2%, corado com brometo
de etidio, no qual foram encontrados os seguintes fragmentos : genétipo TT uma
banda forte de 248pb, GG duas bandas 163pb e 85pb e GT as trés bandas.
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4.9 ANALISE ESTATISTICA

O banco de dado foi digitado em planilha eletrénica Microsoft Excel e os
dados estatisticamente analisados pelo programa SPSS — versao 12,0 for Windows.
O referencial teorico estatistico utilizado no estudo foi o descrito por Waaser-
Smoller.' Os dados foram comparados através dos seguintes testes:

Dados continuos: os mesmos foram previamente testados para normalidade
através do teste Kolmogorov-Smirnov. Os dados com padrdo normal foram
analisados pela andlise de variancia Oneway, seguidos pelo teste post hoc de
Bonferroni. Dados com padrdo ndao normal foram analisados através da analise de
variancia nao-paramétrica de Kruskall-Wallis, seguida pelo teste ndo-paramétrico de
Wilcoxon-Mann-Whitney. Quando apenas duas categorias eram comparadas entre
si, utilizou-se o teste Student t nas analises.

Dados categoéricos: foram analisados pelo teste nao-paramétrico do qui-
quadrado. No caso da amostra apresentar uma freqiéncia esperada menor que 5%
foi realizado o teste exato de Fisher.

Todos os testes cujo p<0,05 foram considerados estatisticamente
significantes.

4.10 ETICA

Como os dados obtidos foram retrospectivos e nao foi realizado nenhum tipo
adicional de andlise, seja molecular, seja de outras variaveis, nado foi necessaria a
obtencdo de novo Termo de Consentimento Livre e Esclarecido junto aos idosos
investigados. Este estudo foi conduzido seguindo os pressupostos da Resolucao
196/1996 do CONEP e no Apéndice F é apresentado o Termo de Consentimento
Livre Esclarecido, bem como a autorizagdo do CEP-PUCRS para a realizacao deste
trabalho, no Apéndice G.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZAGCAO GENETICA E BIOLOGICA DA AMOSTRA

Na primeira parte do estudo, um total de 437 individuos foi investigado quanto
as frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo da NOS3. As fregléncias
alélicas foram G=0,655 e T=0,345. As freqUéncias genotipicas observadas foram:
GG=38,8% (n=169), GT=53,3% (n=234), TT=7,8% (n=34). A idade média da
amostra foi de 66,7616,78 anos existindo 314 mulheres (72,18%) e 121 homens
(27,82%). As frequéncias genéticas observadas estavam em equilibrio de Hardy-
Weinberg, ou seja, foram similares as freqiéncias esperadas em uma populacédo
grande, de cruzamento ao acaso e que nao esta sofrendo pressdo de selecéo,
migracao ou mutacao. Esta analise sugere que, a principio, ndo existam problemas
relacionados com a representatividade genética da amostra.

Desta amostra, 174 (40%) idosos foram também avaliados quanto a atividade
fisica e demais variaveis relevantes ao estudo. No caso, no grupo menor, as
freqUéncias alélicas (G=0,672, T=0,328) e genotipicas (GG= 39,7 (69)%, GT=54,6%
(96) e TT= 5,7% (9) permaneceram similares ao grupo maior da amostra, portanto,
nao sendo estatisticamente diferentes. Destes, 42 (24,1%) eram do género
masculino e 132 (75,9%) feminino. As frequéncias genotipicas foram
estatisticamente similares entre os homens e as mulheres participantes do estudo.
As caracteristicas basais destes individuos sdo mostradas na Tabela 2.
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Tabela 2 — Caracteristicas gerais da amostra investigada

Variaveis Média dp Minimo Maximo
ldade 67,60 7,56 51,00 92,00
PAS (mmHg) 144,44 23,55 90,00 255,00
PAD (mmHg) 81,80 12,21 40,00 130,00
Cintura (cm) 95,84 11,67 60,60 125,50
Peso (kg) 71,37 13,73 39,00 150,30
Altura (m) 1,57 0,08 1,36 1,81
IMC 28,17 4,74 16,98 43,20
CT (mg/dL) 197,83 38,03 118,00 319,00
Tri(mg/dL) 178,70 72,32 50,00 389,00
Glic(mg/dL) 115,83 33,15 68,00 327,00
HDL-col(mg/dL) 46,46 11,55 28,00 89,00
LDL-col(mg/dL) 116,15 35,29 31,00 233,00
Albumina (mg/dL) 4,28 0,25 3,60 4,90
Creatinina (mg/dL) 1,07 0,23 0,66 2,48
Proteina (mg/dL) 6,57 0,52 4,14 7,78
Bilirubina total (mg/dL) 0,48 0,19 0,22 1,25
Ureia (mg/dL) 40,94 16,13 15,00 147,00
Ast/Got (mg/dL) 23,23 5,30 13,00 46,00
Alt/GPT (mg/dL) 22,64 7,85 10,00 65,00

A seguir a prevaléncia de fatores de risco e morbidades coronarianas foi

analisada nos homens e mulheres idosos participantes do estudo (Tabela 3).

Tabela 3 — Prevaléncia dos fatores de riscos e morbidades coronarianas em
homens e mulheres idosos

Variaveis Homens Mulheres p
% (n) % (n)

Tabagismo 31,0 (13) 23,5 (31) 0,05
Obesidade (230 Kg/m?) 26,8 (11) 45,4 (59) 0,03
HAS 40,5 (17) 68,2 (90) 0,001
Dislipidemia 26,2 (11) 46,2 (61) 0,02
Diabetes mellitus 19,8 (08) 17,8 (23) 0,859
Angina 16,7 (07) 24,4 (32) 0,29
IAM 16,7 (07) 11,5 (15) 0,37

HAS= hipertenséao arterial sistémica, |IAM= infarto agudo do miocéardio. p= nivel de significancia; n=
tamanho amostral. Comparacdo realizada pelo teste do qui-quadrado. Valores p<0,05 foram
considerados estatisticamente significativos.
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As mulheres apresentaram uma prevaléncia significativamente mais alta de
obesidade, HAS e dislipidemia. Ja os homens apresentaram uma prevaléncia
significativamente maior de tabagismo. Em relagdo a prevaléncia de morbidades
coronarianas previamente existentes na amostra, as mesmas foram similares nos

dois géneros.

Em relacao a atividade fisica, 21,8% (n=38) da amostra foi classificada como
insuficientemente ativa (IA) enquanto 78,2% (n=136) foi considerada suficientemente
ativa (SA) pelo IPAQ. Homens e mulheres apresentaram frequéncias de individuos
ativos e sedentarios estatisticamente similares (Homens=78,6% (n=33)
Mulheres=78,0% (n=103)). A prevaléncia de fatores de risco e morbidades
coronarianas é apresentada na Tabela 4. Surpreendentemente, os idosos ativos
apresentaram uma prevaléncia significativamente maior de dislipidemia do que os
IA. As demais variaveis apresentaram distribuicdo similar nos dois grupos
relacionados a atividade fisica.

Tabela 4 — Prevaléncia dos fatores de riscos e morbidades coronarianas em
idosos suficientemente ativos (SA) e insuficientemente ativos (1A)

Variaveis SA 1A p
% (n) % (n)
Género Masculino 78,6 (33) 21,4 (9) 0,941
Feminino 78,0 (103) 22,0 (29)

Tabagismo 33,1 (45) 39,5 (15) 0,46
Obesidade (=30 Kg/m?) 39,6 (53) 45,9 (17) 0,48
HAS 62,5 (85) 57,9 (22) 0,60
Dislipidemia 45,6 (62) 26,3 (10) 0,05
Diabetes mellitus 16,3 (22) 25,0 (09) 0,22
Angina 24,4 (33) 15,8 (6) 0,25
IAM 11,9 (16) 15,8 (6) 0,52

HAS= hipertensao arterial sistémica, |IAM= infarto agudo do miocéardio. p= nivel de significaAncia; n=
tamanho amostral. Comparacdo realizada pelo teste do qui-quadrado. Valores p<0,05 foram
considerados estatisticamente significativos.

A seguir a comparagao dos niveis de variaveis fisiolégicas e bioquimicas
relacionadas a saude cardiovascular foi realizada. Os resultados obtidos sao
apresentados na Tabela 5. Como pode ser observado ndo ocorrem diferencas
significativas entre idosos com diferentes gendtipos da G894T.
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Tabela 5 — Comparacao de variaveis biologicas relacionadas com o risco
cardiovascular entre idosos com diferentes genoétipos do polimorfismo G894T
do gene da enzima éxido nitrico sintase endotelial (NOS3).

Variavel Gendtipo Média +dp
Idade GG 68,64 8,49 a
TT 70,00 10,64 a
GT 66,20 6,33 a
PAS (mmHg) GG 145,58 24,95 a
TT 151,67 40,15 a
GT 142,55 21,92 a
PAD (mmHg) GG 82,75 12,62 2
TT 83,33 10,00 a
GT 81,13 12,53 a
Cintura (cm) GG 95,45 10,84 a
TT 95,11 16,11 a
GT 95,87 11,44 a
Peso (Kg) GG 69,69 13,96 2
TT 69,48 14,21 a
GT 72,23 13,53 a
Gordura corporal (%) GG 37,84 7,26 a
TT 35,07 5,59 a
GT 39,91 6,68 a
IMC (Kg/m?) GG 28,07 5,41 2
TT 26,94 4,44 2
GT 29,47 4,21 a
CT (mg/dL) GG 193,73 38,01 a
TT 199,28 51,58 a
GT 205,16 38,30 a
Triglicerideos (mg/dL) GG 173,30 76,45 2
TT 183,57 83,42 a
GT 180,66 67,76 a
Glicemia (mg/L) GG 111,98 20,57 a
TT 114,43 19,75 a
GT 115,57 33,26 a
HDL-col (mg/dL) GG 47,33 12,05 2
TT 42,71 12,08 a
GT 46,38 11,12 a
LDL-col (mg/dL) GG 111,92 35,66 a
TT 119,71 42,52 a
GT 123,62 33,97 a

PAS= Pressao arterial sistélica, PAD= presséo arterial diastélica, CT= colesterol total, dp= desvio
padrdo. Comparagdes de variaveis entre os genétipos seguidas de letras iguais (a,b,c...) indicam que
ndo houve diferencas significativas pela analise de varidncia multivariada seguida pelo teste post hoc
de Bonferroni.
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A seguir a distribuicdo da prevaléncia dos fatores de risco e morbidades
cardiovasculares em idosos com diferentes genétipos da NOS3 foi determinada e é
apresentada na Tabela 6. Uma analise adicional para averiguar o efeito da
homozigose interagindo com a atividade fisica (GG versus TT+GT e TT versus
GG+GT) foi conduzida, ndo sendo observada nenhuma diferenca significativa.

Tabela 6 — Comparacao da prevaléncia dos fatores de riscos e morbidades
coronarianas em idosos com diferentes gendétipos do polimorfismo da NOS3

Variaveis Genétipos
GG TT GT p
Género Masculino 50 (21) 9,5 (04) 40,4 (17) 0,08
Feminino 36,4 (48) 3,8 (05) 59,8 (79)

Tabagismo 33,3 (23) 33,3 (03) 35,4 (34) 0,960
Obesidade(230 Kg/m?) 26,1 (18) 33,3 (03) 52,7 (49) 0,003
HAS 59,1 (41) 44.4 (04) 64,6 (62) 0,446
Dislipidemia 37,3 (26) 33,3 (03) 44,8 (43) 0,580
Diabetes mellitus 15,2 (11) 22,2 (02) 19,1 (18) 0,843
Angina 18,8 (13) 22,2 (02) 25,3 (24) 0,624
IAM 13,0 (09) 11,1 (01) 12,6 (12) 0,986

HAS= hipertenséao arterial sistémica, |IAM= infarto agudo do miocéardio. p= nivel de significancia; n=
tamanho amostral. Comparacdo realizada pelo teste do qui-quadrado. Valores p<0,05 foram
considerados estatisticamente significativos.

Os resultados mostraram que idosos GG apresentavam menor prevaléncia de
obesidade do que idosos GT e TT. A fim de verificar o possivel efeito de dose, os
genotipos foram agrupados em duas grandes categorias e comparados entre si. Na
primeira, o gendtipo GG foi comparado com individuos com genétipo TT+GT e na
segunda, o gendtipo TT foi comparado com individuos com genédtipo GG+GT. A
prevaléncia, bem como a razdo de chance desta comparagdo com os respectivos
intervalos de confianca a 95% e nivel de significAncia sao apresentadas na Figura 5
e Tabela 7, respectivamente. Como pode ser observado, idosos que possuiam pelo
menos um alelo T apresentam 2,947 vezes mais chance de serem obesos do que 0s
que homozigotos GG. A distribuicdo do género foi similar tanto na comparacao GG x
TT+GT quanto na comparacao TT x GG+GT.
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Figura 5 - Prevaléncia dos fatores de risco cardiovascular e efeito de dose alélica do polimorfismo da
NOS3 em idosos (GG x TT+GT e TT x GG+GT). *= diferenca significativa a p<0,05 calculada pelo
teste do qui-quadrado. HAS= Hipertenséo arterial sistémica.
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Tabela 7 — Descricao da razao de chance (Odds Ratio) obtida na analise da
associacao do efeito de dose do polimorfismo da NOS3 (GG x TT+GT e TT x
GG+GT) com riscos e morbidades coronarianas em idosos

Variaveis RC 1C95% p
Minimo-Maximo
Tabagismo GG xTT+TG 1,088 0,573-2,066 0,796
TT x GG+GT 0,947 0,228-3,929 0,941
Obesidade GG xTT+TG 2,947 1,519-5,718 0,0013
TT x GG+GT 0,709 0,171-2,935 0,634
HAS GG x TT+TG 1,156 0,620-2,154 0,649
TT x GG+GT 0,482 0,125-1,861 0,280
Dislipidemia GG xTT+TG 1,289 0,693-2,399 0,422
TT x GG+GT 0,696 0,168-2,878 0,615
Diabetes GG xTT+TG 1,249 0,556-2,805 0,590
TT x GG+GT 1,310 0,259-6,634 0,743
Angina GG xTT+TG 1,436 0,679-3,037 0,342
TT x GG+GT 0,981 0,195-4,924 0,981
IAM GG xTT+TG 1,020 0,203-5,119 0,916
TT x GG+GT 0,851 0,101-7,153 0,9882

RC= razdo de chance (Odds ratio); HAS= hipertensdo arterial sistémica, IAM= infarto agudo do
miocardio. p= nivel de significancia; 1C95%= intervalo de confiangca a 95%; Comparacao realizada
pelo teste do qui-quadrado. Valores p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

5.2 ANALISE DO EFEITO DA INTERACAO ENTRE O POLIMORFISMO G894T DA
NOS3 E NIVEL DE ATIVIDADE FiSICA DE IDOSOS SOBRE A PREVALENCIA DE
RISCOS E MORBIDADES CORONARIANAS

Apébs a realizacdo das andlises separadas da associacdao entre niveis de
atividade fisica e riscos e morbidades coronarianas e entre os diferentes gendtipos
ou alelos do polimorfismo da NOS3 e riscos e morbidades cardiovasculares foi
conduzida uma analise do efeito na interacao destas duas variaveis (atividade fisica
e genética). Para tanto, os individuos do grupo SA foram analisados separadamente
dos pertencentes ao grupo IA. Uma vez que o numero de individuos afetados por
doencas coronarianas (angina pectoris e IAM) era muito baixo, a analise de

interacao gene-atividade fisica ndo foi conduzida nestas variaveis.

Os resultados mostrados nas Tabelas 8, 9 e 10 dizem respeito ao grupo SA.

A comparacao dos niveis de variaveis fisioldgicas e bioquimicas analisados neste
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estudo mostrou que os mesmos eram similares entre os trés gendtipos nos idosos
SA. Investigacao adicional comparando idosos portadores de pelo menos um alelo T

ou pelo menos um alelo G também n&o encontrou diferengas significativas.

Tabela 8 — Comparacao de variaveis bioldgicas relacionadas com o risco
cardiovascular entre idosos classificados como suficientemente ativos (SA)
portadores de diferentes gendétipos do polimorfismo G894T do gene da enzima
oxido nitrico sintase endotelial (NOS3)

Variavel Genotipo Média +dp
ldade GG 68,93 8,78 @
TT 64,33 6,92 2
GT 65,88 6,43 2
PAS (mmHg) GG 142,45 18,38 a
TT 136,67 12,11 a
GT 141,74 20,40 a
PAD (mmHg) GG 82,36 12,35 2
TT 81,67 9,83 2
GT 82,17 12,85 @
Cintura (cm) GG 94,48 10,45 8
TT 96,08 13,01 @
GT 95,08 11,67 a
Peso (Kg) GG 68,16 12,72 2
TT 73,58 11,83 2
GT 72,44 13,82 a
Gordura corporal (%) GG 37,16 7,38 a
TT 32,75 4,21 a
GT 39,77 6,45 2
IMC (Kg/m?) GG 27,56 5,33 a
TT 27,51 4,55 2
GT 29,46 4,31 @
CT (mg/dL) GG 197,31 39,23 2
TT 194,80 42,69 2
GT 207,79 37,64 a
Triglicerideos (mg/dL) GG 173,96 80,75 2
TT 176,00 70,96 2
GT 184,94 66,01 2
Glicemia (mg/L) GG 110,83 21,22 2
TT 109,20 20,73 2
GT 112,44 29,13 @
HDL-col (mg/dL) GG 46,88 11,41 8
TT 37,40 4,83 8
GT 46,07 11,67 @
LDL-col (mg/dL) GG 115,83 36,36 8
TT 122,00 33,48 2
GT 125,96 32,88 @

PAS= Pressao arterial sistélica, PAD= presséo arterial diastélica, CT= colesterol total, dp= desvio
padrdo. Comparagdes de variaveis entre os genétipos seguidas de letras iguais (a,b,c...) indicam que
nao houve diferengas significativas pela analise de variancia multivariada seguida pelo teste post hoc
de Bonferroni.
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Nos 136 individuos ativos foi observada associacdo com o polimorfismo da
NOS3 com o género, obesidade e hipertensdo. Na analise do efeito de dose, pode
ser observado que no grupo SA ocorreu uma freqtiéncia significativamente maior de
homens TT do que mulheres portadoras deste mesmo gendtipo. No grupo dos
idosos ativos (SA) aqui analisado, os portadores do genétipo GG apresentaram uma
prevaléncia menor de obesidade, enquanto que os portadores do genétipo TT

apresentaram uma prevaléncia menor de hipertensao arterial sistémica.

Tabela 9 — Interacao genética-atividade fisica: comparacao da prevaléncia de
riscos e morbidades coronarianas em idosos suficientemente ativos (SA) com
diferentes genétipos do polimorfismo NOS3

Variaveis Genétipos
GG TT GT p
Género Masculino 51,5 (17) 12,1 (04) 36,4 (12) 0,007
Feminino 36,9 (38) 1,9 (02) 61,2 (63)

Tabagismo 30,9 (17) 50,0 (03) 33,3 (25) 0,63
Obesidade(230 Kg/m2) 21,8 (12) 33,3 (02) 53,3 (40) 0,001
HAS 58,2 (32) 16,7 (01) 69,3 (52) 0,026
Dislipidemia 41,8 (23) 16,7 (01) 50,7 (38) 0,21
Diabetes mellitus 14,5 (08) 0,00 (00) 18,9 (14) 0,435

HAS= hipertenséo arterial sistémica; p= nivel de significaAncia; n= tamanho amostral. Comparagao
realizada pelo teste do qui-quadrado. Valores p<0,05 foram considerados estatisticamente
significativos.

Tabela 10 — Descricao da razao de chance (Odds Ratio) obtida na analise da
associacao do efeito de dose o polimorfismo da NOS3 (GG versus TT+GTe TT
versus GG+GT) com riscos e morbidades coronarianas em idosos
suficientemente ativos (SA)

Variaveis RC 1C95% P
Minimo-Maximo

Tabagismo TT+TG x GG 1,181 0,568-2,457 0,136
TT x GG+GT 0,847 0,407-1,762 0,656

Obesidade TT+TG x GG 3,866 1,777-8,412 0,0001
TT x GG+GT 0,755 0,133-4,275 0,750

HAS TT+TG x GG 1,360 0,672-2,753 0,391
TT x GG+GT 0,110 0,012-0,960 0.018

Dislipidemia TT+TG x GG 0,774 0,388-1,544 0,467
TT x GG+GT 0,226 0,026-1,990 0,146

Diabetes GG xTT+TG 1,246 0,484-3,209 0,648
TT+TG x GG 1,206 1,115-1,304 0,269

RC= razédo de chance (Odds ratio); HAS= hipertenséo arterial sistémica; p= nivel de significancia;
IC95%= intervalo de confiangca a 95%; Comparacao realizada pelo teste do qui-quadrado. Valores
p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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Infelizmente o niumero de idosos IA (n=38) era bem menor do que de ativos.
Este pequeno tamanho determinou, por exemplo, que nenhum individuo TT, do
género masculino e insuficientemente ativo fosse detectado na amostra investigada.
Por este motivo, a Tabela 11 apresenta somente os resultados observados em
individuos GG e GT e as andlises de efeito de dose foram, neste caso, suprimidas.

Tabela 11 — Interacao genética-atividade fisica: comparacao da prevaléncia de
riscos e morbidades coronarianas em idosos insuficientemente ativos (IA) com
diferentes genétipos do polimorfismo NOS3

Variaveis Genétipos
GG TT GT p
Género Masculino 44,4 (04) 0 (0,0) 55,6 (5) 0,699
Feminino 34,5 (10) 10,3 (03) 55,6 (05)

Tabagismo 42,9 (06) - 37,5 (9) 0,505
Obesidade (230 Kg/m?) 42,9 (06) - 47,8 (11) 0,769
HAS 64,3 (09) - 54,2 (13) 0,542
Dislipidemia 21,4 (03) - 29,2 (07) 0,601
Diabetes mellitus 23,1 (03) - 26,1 (06) 0,586

HAS= hipertensdo arterial sistémica; = nivel de significAncia; n= tamanho amostral. Comparagao
realizada pelo teste do qui-quadrado ou teste Exato de Fisher. Valores p<0,05 foram considerados
estatisticamente significativos.

Em sintese, os resultados mostraram um quadro diferencial na prevaléncia de
fatores de risco coronariano quando a analise incluiu somente os idosos ativos com
diferentes gendtipos da NOS3. Estes resultados apontaram para um possivel efeito
na queda da prevaléncia da obesidade em individuos GG em relacao aos portadores
de pelo menos um alelo T. Ja idosos ativos TT apresentaram uma prevaléncia
significativamente menor de hipertensdo em relagédo aos GG+GT.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo foi feita uma analise exploratéria sobre o possivel efeito
da atividade fisica, do polimorfismo G894T da NOSS3 e interacdo entre estas duas
variaveis sobre a prevaléncia de fatores classicos de risco cardiovasculares em
idosos. Os resultados sugeriram que pode ocorrer interacdo entre estas duas
variaveis. Estes dados, entdo, poderiam auxiliar no entendimento da
heterogeneidade de relatos publicados na literatura, que muitas vezes sao
discordantes em relagdo a associacao de polimorfismos genético com doencas ou

seus fatores de risco.

Os comentarios feitos a seguir discorrem sobre a relevancia e os principais

resultados aqui descritos.

6.1 RELEVANCIA DO ESTUDO

As duas ultimas décadas foram prédigas na producdo de conhecimento que
demonstra a relevancia fisiol6gica de moléculas como o 6xido nitrico e a0 mesmo
tempo fortalece a visdo de que variaveis do estilo de vida como é o caso da
atividade fisica sao fundamentais para a manutencédo da salde cardiovascular e um
envelhecimento saudavel. Adicionalmente, avancos na area de genética molecular
tém levado a implementacédo de estudos antes inimaginaveis, que permitem verificar

efeitos de interagdo gene-gene ou mesmo gene-ambiente.

E claro que, investigagbes que agreguem d&reas emergentes sdo
desafiadoras, porque ao mesmo tempo em que exploram novas possibilidades de
esclarecimento de aspectos relacionados com a fisiopatologia das doencas ou
mesmo com a biologia do envelhecimento, também apresentam uma série de
limitacbes que precisam ser consideradas e debatidas. Acredita-se que o estudo

aqui apresentado encontre-se nesta categoria e por tal motivo, seja relevante.
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6.2 FATORES DE RISCO CARDIOVASCULARES E SUA ASSOCIACAO COM
ATIVIDADE FiSICA

A prevaléncia dos fatores de risco cardiovasculares dos idosos aqui
investigados (sub-amostra) foi similar & descrita por Flores et al.'® realizada em toda
a amostra do Projeto GENESIS-Gravatai (n=1058 idosos). Por sua vez, esta foi
similar a descrita para idosos do Rio Grande do Sul no Relatério Multidimensional do
Idoso (REMI), estudo este, realizado através da parceria de 14 universidades
gauchas ainda na década de 90. A dUnica excecdo foi a prevaléncia
significativamente maior de HAS nos idosos do Projeto Génesis-Gravatai, o que
possivelmente ocorreu por terem sido realizados exames clinicos que avaliaram os
niveis pressoéricos em dois momentos temporalmente diferentes, confirmando assim
o diagnéstico de hipertenséo. No caso, idosos avaliados pelo REMI apenas fizeram
0 uuto-relato de histéria prévia desta morbidade.

Estudos longitudinais desenvolvidos, principalmente nestes ultimos quarenta
anos possibilitaram a identificagdo dos chamados riscos cardiovasculares
classicos.?® A prevaléncia de cinco destes fatores de risco (obesidade, hipertensao,
diabetes, dislipidemia e tabagismo) foi determinada em uma amostra de idosos que
participam de grupos de terceira idade.

Neste estudo se observou que a relacdo da prevaléncia de idosos IA foi
menor do que a dos SA. Revisdo da literatura mostrou que este resultado tendeu a
ser similar a outros estudos brasileiros que também utilizaram o IPAQ para avaliar a

150 em idosos

atividade fisica de idosos. No estudo conduzido por Benedetti
residentes em Floriandpolis-SC a prevaléncia de individuos ativos foi de 59,3%.
Outro estudo, também conduzido somente em mulheres idosas residentes em
Florian6polis-SC participantes de grupos de convivéncia (como 0s que compdem a
amostra aqui estudada) descreveu uma prevaléncia de 66,2%."° Uma analise da
prevaléncia de idosas residentes em Goiania-GO ativas e inativas que aderiram a
pratica de hidroginastica mostrou uma prevaléncia de 76% de mulheres ativas.'™"
Um outro estudo que realizou uma analise multidimensional de 420 idosos também

da cidade de Goiania descreveu que 51,8% dos mesmos eram ativos.'*?
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As atividades fisicas didrias sdo importantes para que os idosos permanegam
com uma melhor aptiddo fisica, pois requerem um nivel minimo de for¢ga muscular,
flexibilidade, coordenacdo e equilibrio, mas ajudam a manter a sua capacidade
funcional.’ No Brasil, assim como em outros paises, dispde-se de poucos dados
sobre a prevaléncia de sedentarismo (inatividade fisica), principalmente entre grupos
especiais como criancas, idosos e portadores de necessidades especiais (PNEs).
Em grande parte isto acontece porque existe uma grande dificuldade para avaliar o
comportamento quanto a pratica de atividades fisicas devido a falta de instrumentos
padronizados e com bom nivel de precisao para utilizacdo em estudos populacionais
e em diferentes contextos sociais e culturais. Por este motivo, a construcao do IPAQ
foi um passo estratégico para a analise e comparacao da prevaléncia dos niveis de
atividade fisica em diferentes populacoes.

O IPAQ é um instrumento que permite estimar o tempo semanal gasto na
realizacao de atividades fisicas de intensidade moderada a vigorosa e em diferentes
contextos da vida (trabalho, tarefas domésticas, transporte e lazer). Ha& ainda a
possibilidade de estimar o tempo despendido em atividades mais passivas, como as
realizadas na posicao sentada. Felizmente o IPAQ foi ndo sé validado para uso na

populacdo brasileira, mas também em idosos brasileiros.'*

Entretanto, apesar do IPAQ permitir a categorizacdo dos individuos em trés
grupos (inativos, ativos e muito ativos) uma grande parte dos estudos opta por
classificar os idosos em inativos e ativos, ou como é o caso do trabalho aqui
apresentado, em suficientemente ativos (SA) e insuficientemente ativos (IA). Esta
opcado tem como base o seguinte: existe uma variacdo grande nos niveis de
atividade fisica de intensa a moderada, entre um individuo e outro. Esta condicao
torna mais dificil realmente afirmar quem ¢é ativo ou muito ativo, pois existe uma
gradacao enorme de atividades de vida diaria, lazer, trabalho, transporte, exercicio
fisico estruturado, etc. Entretanto, a inatividade fisica pode ser claramente definida
e, na realidade, é esta condicdo que é considerada fator de risco de doencas como
as cardiovasculares. Nestes termos, justifica-se a opcédo feita em classificar os
idosos aqui estudados em |A e SA.

Infelizmente o nimero de publicagdes sobre a prevaléncia de atividade fisica

em idoso brasileiro € muito pequeno. Apesar desta limitacédo, é relevante informar
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gue muito possivelmente a alta prevaléncia de idosos SA na amostra estudada esta
relacionada, em grande parte ao estilo de vida. Isto porque na avaliacdo das
categorias do IPAQ, grande parte inclui no seu cotidiano uma série de atividades
como afazeres domésticos, jardinagem, deslocamento a pé e de 6nibus, além de
uma série de servicos manuais. Além do mais, por participarem ativamente de
grupos de terceira idade é préatica regular, segundo relato espontaneo dos
participantes e observacdao empirica dos pesquisadores, participacado em bailes no

minimo trés vezes ao més.

> mulheres e homens

Segundo o American College of Sports Medicine'
sedentarios apresentam uma taxa mais elevada de infarto do miocardio nao-fatal,
derrame, doenca vascular periférica, hipertensao arterial e Diabetes Mellitus Tipo 2.
Além do mais, ha um aumento dos fatores da coagulagdo no sangue, triglicérides,
LDL, IMC ou peso corporal e da prevaléncia do tabagismo, além de uma diminuicao
da taxa de colesterol HDL. Séries controladas de exercicios fisicos tém resultado em
reducdes do colesterol total, triglicérides, LDL, pressao arterial sistélica e diastoélica,
gordura corporal e fatores de coagulagdo e em aumento do colesterol HDL, dos
fatores fibrinoliticos e da sensibilidade a insulina. Embora os dados disponiveis
sejam limitados, as mulheres parecem obter beneficios similares aos dos homens

com a pratica de atividade fisica.

Embora de menor abrangéncia populacional e envolvendo grupos diferentes,
h&a outros estudos que de certo modo corroboram os achados sobre sedentarismo
na populagao brasileira. Pesquisa realizada no final da década de 1980 apontou
uma prevaléncia de sedentarismo de 69,3% para a populacdo do municipio de Séao
Paulo.”® Entretanto este dado ndo é uniforme para todas as regides do Pais.
Existem estudos que apontam prevaléncias de sedentarismo um pouco menores,
como as encontradas na pesquisa realizada no inicio da década de 1990, com 1.157
individuos entre 15 e 64 anos de idade, residentes no municipio de Porto Alegre,
que identificou uma prevaléncia de sedentarismo geral de 47%."”" Este resultado
também aponta que parte da diminui¢cdo da prevaléncia de sedentarismo observada
na amostra de idosos aqui investigada pode ser um efeito regional, ja que o e estudo
de Duncan et al.”™ foi feito em Porto Alegre e o Municipio de Gravatai faz parte da

sua regiao metropolitana.
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Andlise adicional da literatura a partir de um estudo que averiguou a
prevaléncia de obesidade a partir de um delineamento metodoldgico similar em
idosos frequentadores de dois servicos ambulatoriais de geriatria em Londrina-PR
aponta para uma prevaléncia maior deste fator de risco nos idosos aqui investigados
tanto para os homens quanto para as mulheres (9,3% e 23,8%, respectivamente).
Entretanto, os autores também encontraram que mulheres apresentavam

significativamente uma prevaléncia maior de obesidade do que os homens.'®®

Tal resultado também foi descrito em outros estudos como o de Ukoli et al.,"®

Velazquez-Alva et al.,'®® Ostir et al.'®" Estes ultimos identificaram também, em uma
populacao idosa do México, que mulheres apresentavam uma prevaléncia de 35%
de obesidade e os homens de 23%. Neste caso, a prevaléncia deste estudo foi a
mais aproximada com as aqui descritas, ainda que nas mulheres da amostra aqui

investigada tal prevaléncia foi ainda maior.

Esta variacdo na prevaléncia da obesidade em populagcdes de idosos latino-
americanos também €& observada em outros continentes. No estudo Euronut
SENECA,'® que analisou idosos de 75 a 80 anos, de 19 cidades da Europa, as
prevaléncias de obesidade variavam de 4 a 56% nas mulheres e de 7 a 43% nos
homens. Uma vez que a amostra de idosos aqui investigada € oriunda de uma
populagcdo que tem forte contribuicdo étnica européia, a prevaléncia alta de
obesidade aqui observada ndo é, necessariamente, discrepante.

Um outro fator de risco que gera uma alta carga de morbidade é a
hipertensao arterial sistémica. Estima-se que, em 2025, havera mais de 30 milhdes
de idosos hipertensos no Brasil. Estudos epidemiolégicos brasileiros demonstram
gue a prevaléncia de hipertensdo arterial entre idosos, a semelhanga da observada
em todo o mundo, é bastante elevada. Aproximadamente 65% dos idosos sao
hipertensos, e entre as mulheres com mais de 75 anos a prevaléncia de hipertensao

pode chegar a 80%. '

No estudo, as mulheres apresentaram maior prevaléncia desta morbidade do
que os homens. A hipertensdo arterial afeta mais ou menos 52% das mulheres com
mais de 40 anos e, aproximadamente, trés de cada quatro mulheres acima de 75

anos apresentam essa condicdo. A hipertensdao € mais comum nas mulheres negras
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do que nas brancas e acredita-se que ela contribua para a elevacdao da taxa de
mortalidade por DAC. Embora tratamentos medicamentosos tragam beneficios,
medidas preventivas devem ser implementadas. Essas observagcées novamente
corroboram a importancia da prevencado de doencgas cardiacas em mulheres de
todas as idades."’

Mulheres também apresentaram uma prevaléncia de dislipidemia maior do
que homens idosos. A quantidade anormal de lipideos e lipoproteinas no sangue
tem sido ultimamente relacionada a SM e a DAC e vem sendo chamada de
"dislipidemia aterogénica". Essas anormalidades consistem em um aumento de leve
a moderado no colesterol LDL e nos triglicérides, com a predominancia de um LDL
menor, mais denso e mais aterogénico e em baixos niveis de colesterol HDL. Depois
dos 65 anos, um baixo nivel de HDL e um alto indice de triglicérides parecem ser
fatores de risco de desenvolvimento da DAC mais relevantes para mulheres do que
para homens. Os aumentos do LDL e do colesterol total relacionados a idade sao
maiores nas mulheres do que nos homens, assim como a substituicdo por particulas
de LDL menores, mais densas e mais aterogénicas. Mais de 40% das mulheres com
mais de 55 anos possuem niveis elevados de colesterol.””” Os resultados aqui

descritos mostram uma prevaléncia de dislipidemia similar (46,2%).

Nenhum outro fator de risco cardiaco tdo significante quanto a diabetes
mellitus aumenta a predisposicdo dos seus portadores para adquirir DAC. Apesar da
prevaléncia desta morbidade ser similar nos idosos investigados, € bom destacar
que mulheres diabéticas possuem um risco trés a sete vezes maior de ter um
problema cardiaco do que as normoglicémicas. Adicionalmente possuem duas a trés
vezes mais chance do que os homens com diabetes de desenvolverem DAC. A
diabete mellitus dobra a chance de um segundo ataque cardiaco em mulheres, mas
nao nos homens. Além disso, 80% das mulheres com diabetes mellitus morrerao por
causa de algum tipo de doenga cardiovascular. Considerando a populagdo mundial a
diabetes tipo 2 afeta mais mulheres do que homens.'™’

Em sintese, a prevaléncia dos riscos cardiovasculares classicos na amostra
de idosos investigada pode ser considerada dentro da variacdo esperada em
populacdes de idosos. A prevaléncia de angina pectoris e |IAM também se

enquadrou dentro da variacado esperada quando os dados sdo comparados com 0s
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do Inquérito Geral de Agravos e Doencas Nao Transmissiveis, que foi realizado em
nove cidades brasileiras, incluindo Porto Alegre. Nesta, os idosos apresentaram uma

variacdo da prevaléncia de doencas isquémicas do coracdo entre 8,5% a 20,5%.'%*

No caso do presente estudo, o resultado mais surpreendente em relacao a
prevaléncia de riscos cardiovasculares diz respeito a similaridade das mesmas entre
os idosos SA e IA. Isto porque, como foi comentado anteriormente, esta bem
estabelecido o papel protetor da atividade fisica no risco de doencas
cardiovasculares. Por este motivo, atualmente se busca compreender melhor os
mecanismos biofisiolégicos associados a esta protecdo e aumentar conhecimentos
que permitam refinar a protecao da atividade fisica a saude dos individuos conforme
o seu momento do desenvolvimento e suas tendéncias genéticas (personalizar a

atividade fisica).

Provavelmente, tal resultado ocorreu por ser esta uma populacao ativa e com
a saude geralmente estavel. A Unica variavel que ficou no limite da significancia foi a
prevaléncia de dislipidemia que neste caso tendeu ser maior no grupo de idosos

ativos.

Uma vez que todos os idosos participantes do Projeto GENESIS-Gravatai que
realizavam o conjunto de exames e analises laboratoriais propostas nos diferentes
segmentos do estudo eram examinados e recebiam orientacdo médica geriatrica, e

mais de 63% segundo Flores et al.'®

relatavam ir periodicamente ao médico (pelo
menos uma vez por ano), uma possivel explicacdo para este resultado seria a
ocorréncia de intervengdo meédica prévia nos idosos dislipidémicos, que teriam
recebido orientagdo para a realizagdo de atividade fisica adicional. Entretanto, seria

necessario um estudo complementar para elucidar esta questao.

Como um conjunto cada vez maior de evidéncias demonstra que um
envelhecimento saudavel é dependente de etapas anteriores da vida, é possivel que
as similaridades observadas entre os dois grupos seja ainda um reflexo da vida
jovem pregressa dos idosos menos ativos. Esta é outra questdo que fica em aberto
e que podera ser investigada futuramente.
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6.3 ESTUDOS SOBRE O POLIMORFISMO G894T DA NOS3 ASSOCIADOS A
ATIVIDADE FiSICA

Se estudos sobre o NO sao relativamente recentes, mais recente ainda sao
as investigacdes voltadas a identificagcdo e analise de associacao de polimorfismos
genéticos da NOS3 e a possivel interacdo com variaveis ambientais, como é o caso
da atividade fisica.

A investigagdo foi concebida, considerando-se a plausibilidade biolégica da
associagao ou interacao entre a genética da NOSS3 e a atividade fisica: (1) um conjunto
de evidéncias mostra que a regulacdo da disponibilidade do NO endotelial ocorre em
nivel de sintese desta enzima. Portanto, individuos portadores de variagées genéticas,
potencialmente, tém uma menor producdo de NO; (2) variacdes metabdlicas desta
enzima podem ser causadas por alteragdes genéticas que, por sua vez, poderiam estar
associadas a fisiopatologia da DE ou mesmo a aterosclerose;'® (3) um conjunto de
resultados que mostra a partir, principalmente de andlises in vitro e em modelos animais
que o exercicio atua na modulacdo do NO levando ao aumento do fluxo sanglineo
esquelético e cardiaco, do transporte de oxigénio, substratos metabdlicos e hormonios
(por exemplo da insulina), preservando os estoques de glicose intracelular do muasculo

esquelético e diminuicdo da funcdo contratil deste misculo;'?' (4) estudos como o

realizado por Goto et al.'™®

que mostram que exercicios aerdbios de intensidade
moderada em seres humanos aumentam a vasodilatacdo endotelial através do
aumento da producdo do o6xido nitrico; (5) apesar de uma grande quantidade de
trabalhos existem ainda muitos aspectos obscuros e controversos em relacao ao efeito
do NO associado a atividade fisica que poderia ser influenciado por variagbes como
genéticas, como é o caso do polimorfismo aqui investigado, que causariam viés na

observacao dos resultados destas pesquisas.

Pesquisas atuais evidenciaram também uma associacao entre atividade fisica
e o polimorfismo G894T da NOSS3. Este é o caso do estudo que avaliou a
perfomance de 443 atletas participantes do South African Ironman Triathlon
associados ao polimorfismo da NOS3. No caso, atletas com o genétipo GG foram
significativamente mais lentos que os atletas com os demais genétipos.'®® Sendo
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assim, o estudo aqui proposto, ainda que exploratério, pode ser considerado
cientificamente relevante, além de nao existirem, até o momento da sua redacao

trabalhos similares observados na literatura nacional e internacional indexada.

Por que este polimorfismo poderia ser relevante na modulacdo dos niveis de
NO? Pesquisas com anadlises moleculares, por ora realizadas, identificaram quatro
polimorfismos importantes no gene da NOSS3: dois localizados na regido promotora
do gene (um no intron 11 e outro no exon 7). Vale recordar que os polimorfismos na
regidao promotora podem interferir potencialmente na transcricdo do mRNA
(aumentando ou diminuindo a quantidade de enzima produzida). Ao contrario, o
polimorfismo em uma regido intrénica geralmente ndo afeta nem a forma e nem a
funcdo da enzima uma vez que a mesma nao participa do mRNA que ira determinar
a sequéncia de incorporacdo de aminoacidos na proteina (enzima) sintetizada. Ja
polimorfismos em exons como € o caso do G894T alteram a sequéncia protéica da
enzima e podem, portanto, alterar sua atividade. Assim, além do que foi
anteriormente comentado, e por existirem estudos que observaram associacao
positiva entre este polimorfismo e risco de doenga coronariana, especialmente

angina pectoris 0 mesmo foi escolhido como objeto do estudo aqui apresentado.

Considerando os resultados obtidos, a freqiiéncia observada do alelo alterado T
(0,345) encontrada na amostra foi comparada a estudos prévios publicados na
literatura. No caso, a mesma apresenta similaridade com as descritas para populacdes
caucasianas como pode ser visto na Tabela 12. Esta tabela sintetiza as freqliéncias
genotipicas do polimorfismo obtidas a partir de 23 estudos publicados e indexados no
PUBMED a partir de 1999. Infelizmente, ainda poucos estudos foram conduzidos em
populacdes negras e asiaticas. Entretanto, nos trabalhos revisados os autores sugerem

que a freqtiéncia do gendtipo TT é muito baixa em ambas as etnias variando de 0 a 2%.

Dois destes estudos recentemente publicados foram conduzidos em duas

amostras grandes da populagdo brasileira: um trabalho publicado por Pereira et al.'® que

| 168

avaliaram uma amostra com 1577 individuos e outro realizado por Marroni et al.™ que

avaliaram 290 individuos sendo 136 de etnia africana e 154 de etnia caucasiana. A
amostra aqui investigada apresentou uma freqiiéncia genotipica dos individuos TT de

|170

origem caucasiana praticamente igual a descrita por Marroni et al.””™ e muito préxima a

descrita por Pereira et al."® Na Tabela 12 pode ser visto que as freqliéncias genotipicas
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obtidas no presente estudo foram muito similares com freqiiéncias descritas para
populagdes européias (6 a 10%), cabe destacar que a composicao étnica do Rio Grande
Sul é fortemente influenciada pela colonizacéo alema e italiana. Dos trabalhos realizados
nestas populacdes e apresentados na Tabela 12 pode-se inferir que as freqiiéncias
genotipicas, principalmente em relacdo ao gendtipo TT também sao similares.

Tabela 12 — Freqliéncias genotipicas do polimorfismo G894T descritas a partir
de diferentes estudos populacionais

Ano Populagéo n GG(%) TT(%) GT(%)

2006 Presente estudo 437 38,8 7,8 53,3
2006 Brasil'® 1577 54,6 6,2 39,2
Gt gz T2
2005 Italia'" 253 43,5 9,1 47.4
2005 Italia'"? 114 42,1 6,1 51,8
2005 Alemanha'”® 4219 49,2 8,8 42,0
2002 Alemanha'™ 533 48,0 9,4 42,6
2004 Franga'” 49 45,0 10,0 45,0
1999 Franca'’® 68 47 1 10,3 42,6
2005 Holanda'”’ 93 40,9 8,6 50,5
2005 EUA'® 64 NI 15,5 NI
2005 EUA'™ No76 N80  N-00  Noa2o
2004 EUA'™ 60 73,3 NI NI

181 C=285 C=449
2004 EUA N 118 N_ 763 NI NI
HC = 86,9
182 C =213 HN = 13,1
2004 EUA N - 305 NI Viceas NI
MN = 15,4
2003 EUA'™3 73 73,0 NI NI
2002 Japao'®* 233 84,1 0,9 15,0
2003 Irlanda'® 357 42,0 9,5 48,5
2005 Hungria'®® 295 48,8 4,8 46,4
2005 Turquia'® 83 68,7 2,4 28,9
2006 Grécia'® 56 37,5 12,5 50,0
2005 Grécia'®® 228 NI 9,1 NI
2006 China'® NI 73,5 6,1 20,4
2006 Tunisia'" 120 45,0 11,0 44,0

n= tamanho da amostra investigada; Ref= referéncia do estudo; C= individuos caucasianos; N=
individuos negros; HC= homens caucasianos; HN= homens negros; MC= mulheres caucasianas;
MN= mulheres negras; Nl= dado n&o informado no estudo.
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6.4 O POLIMORFISMO G894T DA NOS3 E OS FATORES DE RISCO E
MORBIDADES CARDIOVASCULARES

Quando a possivel associacdo entre o polimorfismo da NOS3 e os
indicadores de saude cardiovascular foi investigada, a principio, ndo foi observada
nenhuma associagdo significativa. Esta ndo associagdo se manteve mesmo em
analises adicionais onde se verificou um possivel efeito de dose para os dois
gendtipos homozigoéticos, TT x (GT+GG) e GG x (GT+TT).

Revisao da literatura mostrou que os resultados s&o controversos em estudos
caso-controle comparando individuos saudaveis com os que apresentam doenca

190,191,172,192,187

arterial coronariana. Alguns trabalhos encontram associacéo e outros

nao encontram.'9%194

1.'%" em uma amostra de 120

No estudo caso-controle feito por Kerkeni et a
individuos tunisianos saudaveis e 100 com doenca coronariana 0s autores
observaram que somente 4,2% dos saudaveis apresentavam o gendétipo TT e que
esta freqliéncia estava duplicada nos doentes (11,0%) sendo estas diferencas
estatisticamente significativas. Além disso, os individuos afetados com gendtipos TT
ou GT apresentaram uma freqiéncia maior de hipercolesterolemia do que os

demais.

Um outro estudo conduzido por Cam et al.'®” analisou a freqiiéncia do
polimorfismo G894T em 115 pacientes turcos com doencga arterial coronariana
prematura e 83 controles. Neste trabalho também a freqiéncia do alelo T foi
significativamente maior nos afetados prematuramente por doenca arterial
coronariana do que nos controle (0,456 versus 0,169). No estudo a historia familiar,
tabagismo, diabetes, obesidade, dislipidemia e o genétipo TT da NOS3 foram fatores
de risco independente para a doenga coronariana.

Investigagcdo com metodologia similar conduzida na China em 132 pacientes
afetados e 175 pacientes saudaveis também encontrou associacdo com doenca
arterial coronariana. No caso a freqiéncia do genétipo TT nos individuos afetados foi

de 6,06% enquanto que no grupo controle a mesma era de 1,74%.'® Resultados
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similares para a populacdo chinesa da etnia Han também foram descritos por Wei et
al 195

Um dos trabalhos caso-controle que ndo descreveu associagao positiva entre
o polimorfismo G894T da NOSS3 foi o realizado na Australia em 573 individuos
caucasianos com idade inferior a 50 anos, que realizaram angiografia das coronarias
e tinham ou nao histéria prévia de IAM. O estudo também incluiu 624 individuos com
e sem |IAM sem histéria prévia de doenca arterial coronariana. Nesse trabalho, que
foi conduzido em uma amostra relativamente grande, nao foi encontrada associacao
significativa entre o polimorfismo e doenca arterial coronariana.'® Dois motivos
podem explicar esta nao associacdo: baixo numero de individuos afetados na
amostra ou controle pds-evento de fatores de risco via medicagdo ou mudanga no
estilo de vida. Por este motivo seria precipitado afirmar a ndo ocorréncia de
associagao entre doencas coronarianas € o polimorfismo da NOS3. Para tanto seria
necessario o desenvolvimento de estudos complementares caso-controle ou

longitudinais.

Possiveis fatores intervenientes devem atuar nesta associa¢do destacando a
influéncia étnica, outros fatores genéticos e/ou fatores ambientais. A literatura cita,
por exemplo, possivel efeito de interacdes genéticas na associacdo do polimorfismo
da G894T com doencas cardiovasculares. Este € o caso do estudo conduzido na
Turquia em que foi analisado concomitantemente o efeito de trés polimorfismos de
genes do sistema angiotensina-renina e o G894T da NOS3 em adultos jovens com
doenca arterial coronariana. Um total de 115 pacientes e 83 controles foram
incluidos na investigacdo. No caso o risco de doenga coronariana foi
significativamente mais alto em pacientes com o gendétipo DD do polimorfismo
insercao/delecao (I/D) do gene da enzima conversora da angiotensina (ECA), com o
polimorfismo do gene do angitensinogénio (AGT) e com o gendtipo TT do
polimorfismo da NOS3 aqui investigado. No caso, portadores concomitantes dos
gendtipos DD da ECA, TT da NOS3 e AA do AGT apresentaram uma associagao
altamente significativa com doenca arterial coronariana do que as demais
combinacdes genotipicas. O estudo, portanto, indicou possivel efeito sinérgico
associado com a prematuridade da evolucdo da doenca coronariana, nos pacientes

investigados.®’
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E preciso considerar que tanto o nimero de estudos quanto o tamanho
amostral da grande maioria das investigacdes feitas até o presente momento séo
limitados. Por este motivo maiores investigacdes devem ser conduzidas para
confirmar os achados por ora descritos. Por outro lado, outras investigacdes
analisando interacdes adicionais gene-gene e gene-ambiente possuem relevancia
para o entendimento da modulacdo regulatéria do NO e seu papel na

cardiopatogénese. O trabalho aqui descrito enquadra-se nesta situacao.

Adicionalmente ndo foi observada associagdo entre os trés gendtipos do
polimorfismo investigado com tabagismo, HAS, dislipidemia e diabetes. Por outro
lado, idosos portadores de pelo menos um alelo T apresentaram maior prevaléncia
de obesidade em relagcao aos idosos GG.

E consenso que a obesidade é um fator de risco independente para o
desenvolvimento da aterosclerose coronariana estando associada a disfungéo
endotelial.’®® Estudos recentes que tém produzido evidéncias que mostram presenca
de disfuncdo endotelial em individuos obesos sugerem que isto ocorra via baixa
biodisponibilidade de NO.?%

Infelizmente as relagdes entre obesidade e modulagédo de éxido nitrico ainda
nao sao bem entendidas. Esta afirmativa é corroborada com a revisdo da literatura
sobre este tema. Quando cruzamos as palavras “nitric oxide and obesity” na base de
dados MEDLINE foram identificados apenas 395 estudos. Destes, 194 tinham como
amostra seres humanos, sendo que 98 eram revisdes, outros 201 foram realizados
em modelos experimentais, sendo que destes 50 também eram revisées. Uma
grande parte destas investigacées ainda esta voltada ao entendimento do processo
de regulacédo metabdlica entre obesidade e producao de NO. Apenas um estudo em
modelo experimental chamou atengéo por investigar obesidade hereditaria. O estudo
foi realizado em ratos obesos Zucker selecionados para obesidade hereditaria e
mostrou que nos rins destes animais ocorre diminuicdo na producdo de NOSS,

NOS1, notavel reducédo na producdo de NO e glomerulosclerosis.'®

Dada a escassez de estudos sobre associacdo da obesidade com o
polimorfismo G894T da NOS3, mas considerando a plausibilidade biol6gica de uma
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possivel explicacao para tal associacao, pode se inferir que o resultado aqui descrito

€ um dos primeiros sobre o tema.

6.5 EXISTE INFLUENCIA DE UMA POSSIVEL INTERACAO ENTRE O
POLIMORFISMO G894T DA NOS3 E ATIVIDADE FiSICA EM FATORES DE RISCO
CARDIOVASCULARES DE IDOSOS?

Os dados, apesar da limitacdo do tamanho amostral, indicaram uma possivel
interacao entre o polimorfismo G894T e atividade fisica na prevaléncia de riscos
cardiovasculares em idosos. Uma vez que o estudo desenvolvido ndo foi do tipo
caso-controle, infelizmente o niumero de idosos IA e SA nao foi bem distribuido entre
as categorias de atividade fisica. Além disto, a baixa freqiéncia de portadores do
alelo T, também contribuiu nas analises comparativas da interacdo. Isto porque na
categoria de IA somente 03 mulheres foram incluidas e nenhum homem.

Por este motivo, a analise da interagdo entre a genética da NOS3 e a
atividade fisica ficou restrita a grupo de idosos SA. No caso, quando os individuos 1A
foram excluidos da analise observou-se manutencao da associacao do polimorfismo
da G894T da NOS3 com a obesidade previamente detectada.

Surpreendentemente, quando os SA portadores de pelo menos um alelo T
foram comparados com os GG a prevaléncia de HAS apresentou uma diminuicao
significativa no primeiro grupo (portadores do alelo T). Estes dois resultados
originam uma intrincada questdo: como o alelo T pode ao mesmo tempo estar
relacionado com maior prevaléncia de obesidade e menor prevaléncia de HAS em
idosos ativos?

E cabivel destacar que existem evidéncias de que a atividade fisica estimula
a producao de NOS3 e aumenta a liberacao de NO via forga de cisalhamento, o que,
geralmente leva a diminuicdo da pressao arterial sistémica. Porém, as respostas
individuais para a redugédo da pressao sanguiinea podem variar grandemente, o que
faz com que ainda seja impossivel predizer quanto o individuo ira reduzir sua

pressao arterial sistémica com o exercicio. Por este motivo, a pesquisa envolvendo
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polimorfismos genéticos e atividade fisica na modulagdo da pressao arterial precisa
ser melhor investigada.

Em um destes estudos conduzido em participantes do Heritage Family
Study?® relacionou-se o polimorfismo G894T da NOS3 com a diminuigdo da presséo
arterial apés treinamento por exercicio estruturado. No estudo foram incluidos 471
individuos caucasianos submetidos a dois testes sub-maximos de 50 Watts antes e
depois de um programa de treinamento de resisténcia aerdbia (endurance) com 20
semanas de duracdo. Antes de cada teste a pressao arterial foi medida duas vezes.
Tanto a pressao sistélica quanto a diastélica a 50W diminuiu em resposta ao
programa de treinamento, enquanto que a pressdo em repouso permaneceu
inalterada. A diminuicéo da pressao diastélica a 50 W foi maior nos homozigotos GG
independente de idade, género, IMC e pressao diastélica basal do que nos GT e TT.
Tanto os individuos GG quanto nos GT tiveram uma grande reducdo na pressao

arterial induzida pelo treinamento, maior do que os TT.

Apesar de nédo ter utilizado o mesmo polimorfismo da NOS3 um estudo
adicional foi conduzido em 832 japoneses saudaveis investigando o polimorfismo
localizado no intron 4, T-786C com escore do nivel de atividade fisica pela taxa
metabdlica basal. Somente nos individuos com o alelo raro CC a pressao arterial
sistolica foi inversamente correlacionada com o nivel de atividade fisica.
Eventualmente este polimorfismo foi associado com prevaléncia de hipertensédo
sistdlica em individuos que tinham baixo nivel de atividade fisica. Assim, os autores
concluiram que ocorreu interacao significativa entre o genétipo e a atividade fisica

nos valores presséricos.

Com base nestes dois estudos e os resultados aqui obtidos pode-se dizer que
existe forte sugestdo de interacdo entre atividade fisica e o gene da NOS3.
Entretanto, foi observado resultado inverso que o publicado na literatura, ou seja, os
idosos TT ativos foram os que apresentaram menor prevaléncia de hipertensao.
Uma hipétese que possivelmente explicaria este resultado seria a de que os idosos
TT teriam um estilo de vida ativo o que levaria a uma exposicao cronica aos
beneficios da atividade fisica e que aqueles muito sedentarios ja teriam ou ido a
Obito ou apresentado incapacidades que impediriam a sua participacao nos grupos

de terceira idade. Ou seja, levanta-se a hipétese de que tais idosos seriam



93

sobreviventes. A ndo deteccao, neste trabalho, de idosos homens TT inativos e um
baixo numero de mulheres TT também inativas (10%) reforcam esta hipétese.

Quanto ao questionamento feito sobre a ocorréncia como o alelo T pode ao
mesmo tempo estar relacionado com maior prevaléncia de obesidade e menor
prevaléncia de HAS em idosos ativos, talvez este seja explicavel somente apds ser
acumulado uma maior quantidade de informacdes sobre a regulacdo metabdlica do

oxido nitrico no organismo.

De qualquer forma, é relevante comentar que, com base nas informacdes por
ora obtidas, acredita-se que a relacdo obesidade, hipertensao, atividade fisica e
genética da NOS3 envolva uma rede metabdlica entre o sistema vascular-endotelial,
o tecido adiposo e o tecido muscular-esquelético em que tanto a regulacao do éxido
nitrico, dos niveis de glicose e do metabolismo anti-oxidante fazem parte. Juntar
estes processos em um modelo sistémico e integrado é um quebra-cabecas que
precisa ainda ser resolvido.

6.6 LIMITACOES DO ESTUDO

Por fim, é importante destacar que o estudo desenvolvido apresenta

limitacdes entre as quais podem ser citadas:

a) Delineamento do estudo: estudos transversais ou retrospectivos,
como € o caso desta investigacdo, sdo metodologicamente limitados
em relacdo a estudos longitudinais. Entretanto, pesquisas que
envolvem polimorfismos genéticos podem, até certo ponto, serem
consideradas com maior robustez, uma vez que o gendtipo do
individuo ndo muda ao longo da sua vida, o que significa que
teoricamente a analise do mesmo em relacdo a variaveis como fatores
de risco e morbidades cardiovasculares seria uma espécie de estudo
de “coorte histérica” em que o estado de saude do individuo é avaliado
em um determinado momento em relacdo a uma situacédo anterior (no

caso o gendtipo que carrega desde 0 seu nascimento);
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b) Tamanho amostral baixo: os idosos selecionados na segunda etapa

do estudo foram escolhidos aleatoriamente do banco de dados do
Projeto GENESIS-Gravatai para realizarem as andlises do IPAQ e
demais testes, como exames biolégicos e genéticos, a prevaléncia de
riscos e morbidades cardiovasculares prévias ndao era conhecida antes
de se investigar a associacdo destas variaveis com o polimorfismo da
NOSS3. Estudos como o aqui apresentado sdao economicamente
dispendiosos e por tal motivo a agregacao de diversos pesquisadores
e especialistas no desenvolvimento de estudos populacionais, ndo sé
minimizam o custo, mas também o tempo aumentando a qualidade e a
quantidade dos dados produzidos. E claro que, por outro lado, o
tamanho amostral, necessariamente nao é tdo grande quanto poderia
se desejar. Entretanto, na revisdo de literatura feita no presente
estudo, em uma grande maioria dos trabalhos consultados, tanto na
area de atividade fisica quanto na da genética da NOS3 o tamanho da
amostra era compativel com o aqui investigado. Isto ndo impede que
existam limitagdes associadas ao numero de individuos investigados,
mas demonstra que, existe uma tendéncia mundial em desenvolver,
inicialmente trabalhos exploratérios que servem como indicadores de
resultados, para posteriormente desenvolver estudos com um numero
de individuos maior ou mesmo estudos multicéntricos;

Efeito de selecao de sobrevivéncia: apesar da prevaléncia dos
demais fatores de riscos cardiovasculares se aproximarem da descrita
em outras populacdes de idosos, a carga de morbi-mortalidade de 1AM
é relativamente baixa. Assim é preciso considerar o efeito de selecao
de sobrevivéncia destes idosos, ja que possivelmente aqueles que
tinham um maior conjunto de fatores de risco ja devem ter previamente
ido a Obito ou ndo participam ativamente de grupos de terceira idade.
Esta afirmativa é reforcada por trabalhos e diretrizes de sociedades
cientificas nacionais e internacionais de que um dos fatores de riscos
cardiovasculares classicos bem estabelecidos é a inatividade fisica ou
sedentarismo. Investigagcdes mostram que o comportamento sedentario
aumenta com a idade e é maior entre as minorias e entre aqueles com

menor poder sécio-econdmico. A inatividade fisica € um grande fator
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de risco independente para DAC, em parte devido a sua influéncia
desfavoravel sobre as doencas e condicbes da Sindrome Metabdlica
(SM). A relacdo dose-resposta entre atividade fisica ou
condicionamento fisico e morte devido a doencas cardiovasculares
tem-se apresentado inversamente proporcional em muitos estudos;

d) Doencas Prévias: os idosos ndo foram avaliados quanto a existéncia
de doengas prévias que pudessem alterar sua rotina diaria de
atividades fisicas, tais como deméncias leves e pequenos problemas
Osteo-articulares. Com isso eventuais discrepancias podem ter havido
no que diz respeito as respostas dadas quando do preenchimento do
IPAQ, visto que essas doencas podem contribuir na diminuicao das
atividades fisicas sem, no entanto causarem a incapacidade total dos
avaliados, bem como prejudicar de forma importante sua participagcao

nos grupos de convivéncia avaliados.

6.7 CONSIDERACOES FINAIS

O mundo esta vivendo o que se conhece como “sociedade do conhecimento”.
Ou seja, as informacdes e o conhecimento produzido passam a serem aplicados na
melhoria tecnolégica ou das atividades humanas com a perspectiva de aumentar a
qualidade de vida da populagdo. Por este motivo, areas antes distantes como a
educagcao fisica e a genética molecular hoje se integram para subsidiar
conhecimentos que, potencialmente, permitirdo no futuro uma intervencao
personalizada na saude dos individuos e, por consequiente, um envelhecimento
saudavel. O estudo aqui proposto, ainda que exploratério, com limitacbes e com

muitas lacunas de informacao, insere-se neste contexto.
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7 CONCLUSAO

Em idosos socialmente ativos (participantes de grupos de terceira idade) que

foram investigados quanto a associacdo entre atividade fisica e o polimorfismo

G894T da NOSS3 na prevaléncia de fatores de risco e morbidades cardiovasculares

podemos inferir que:

a)

a freqUéncia genotipica do polimorfismo foi de GG=38,8%, TT=7,8% e
GT=53,4% e a frequéncia alélica G=0,655 e T=0,3455 similares as
descritas para populacdes caucasianas;

a prevaléncia de IA foi de 21,8% e de SA de 78,2%;

ocorreu associagao entre o polimorfismo da NOS3 com a obesidade.
No caso, individuos portadores de um alelo T apresentaram maior
prevaléncia de obesidade que os GG. Os demais fatores de risco e
morbidades cardiovasculares ndao foram significativamente associados
com o polimorfismo genético;

nNao ocorreu associacao entre atividade fisica e os fatores de risco e
morbidades cardiovasculares investigados;

ocorreu interacao do polimorfismo G894T da NOSS3 e atividade fisica
nos fatores de risco cardiovasculares. Os portadores do alelo T
continuaram a apresentar maior prevaléncia de obesidade, e também

apresentaram menor prevaléncia de hipertensao do que os GG.
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APENDICE A

Evolucao no numero de trabalhos publicados realizados em idosos (>65 anos),
no periodo de 1980 a 2005 associando atividade fisica e doencas geriatricas a
partir da base de dados do MEDLINE.

80-85 86-90 91-95 96-00 01-05 Total

Morbidades

n n n n n n (%)
Sarcopenia 0 0 3 12 27 42 (1)
Acidente vaso 19 30 78 161 228 516 (10)
encefalico
Infarto agudo do 156 126 200 251 275 1008 (19)
miocardio
Osteoporose 15 42 69 127 127 380 (7)
Neoplasias 10 35 94 227 312 678 (13)
Deméncias 27 36 86 149 227 525 (10)
Risco
Cardiovascular 73 138 347 610 933 2101 (40)
Total

300 407 877 1537 2129 5250
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AUTORIZAR o Prof. LUCIANO CASTRO a utilizar dados retrospectivos do
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“ANALISE DA INTERAGAO ENTRE - ATIVIDADE FiSICA REGULAR
POLIMORFISMOS GENETICOS ASSOCIADOS AO ESTRESSE OXIDATIVO E
RISCOS CARDIOVASCULARES”. Na ocasiao aproveito para destacar que o©
referido professor auxiliou em parte da coleta dos dados junto a outros

pesquisadores.

ﬁ:ﬁ Porto Alegre, 22 de dezembro de 2005.
L oy
. 8,
P, L0y,
© Qiogy 1O
O W
{'.'If _lf-ck_,-—'ir_’

Profa. Dr. lvana Beatrice Manica da Cruz

B° TABELIONATD -

Retonhego atinticaga) 8(s) vl firmats) e

117



118

APENDICE C

B Hasculino
Brasil
|:| Feminino
=80
70a79
60 a B9
50 a 59
40 a 49
30a39
a2
15a19
10al4
o
a
15000 -inbou Asﬁw 0 mﬁuu 157500 -20,000.-15,000 -10.000-5.000.0 5.000.10.000.15 500,20 000
000 000 000 000 000 OO0 000 OO0 000
RS
=80
7Da79
60 a B9
50 a 59
40 a 49
ad
20a29
15a19
10a14
H
a
800, 600 -ab0. 200, & 200, 400. GO0, S00.1.000. .1 (00800 .600. 400 200, O 200, 400, £00. 8001 000,
000 000 000 00D 000 000 000 OO0 OO0 o000 oD OO0 OO0 Qo 000 000 poo OO0 000
Gravatai
=30
70a79
60 a B9
80 ako
40 a 49
HMaldl
20a29
15a19
10a14
5a9
1ad
AS000 10000 -5000 S000 10000 15000 - 250000 -20000 -10000 10000

1980 2000

Comparacao da evolugao da piramide etaria do Brasil, Rio Grande do Sul e Gravatai nos anos de
1980 e 2000. Fonte: IBGE®



APENDICE D

119

Evolucao da mortalidade proporcional (%) por faixa etaria segundo o grupo de
causas (CID10)

Grupo de Causas

Faixas Etarias

<1 1aa 5a9 08 152 A2 V2 65 Total

Doencas infecto- Brasil 84 17,7 8,8 6,6 2,7 8,9 4.9 3,3 5,3
parasitarias RS 4.4 119 6,8 3,4 2,7 12,4 3,6 2,0 4.3
Gravatai 2,2 9,1 25,0 0,0 0,0 18,5 2,7 2,1 4,8

Neoplasias Brasil 0,3 7,8 14,9 11,7 4,8 11,6 23,2 16,6 15,3
RS 0,5 10,6 16,9 16,9 5,2 16,5 29,9 19,8 20,4

Gravatai 0,0 0,0 25,0 12,5 5,6 12,7 27,6 17,8 18,0

Doencas do Aparelho  Brasil 0,9 2,9 4.1 5,6 3,5 16,1 36,1 43,5 31,5
Circulatorio RS 0,3 2,8 2,1 3,7 2,6 15,0 32,2 43,1 33,4
Gravatai 0,0 0,0 0,0 0,0 11,1 156 29,6 40,5 29,8

Doencas do Aparelho  Brasil 7,0 20,1 8,5 6,8 3,5 5,2 8,4 15,8 11,2
Respiratorio RS 6,5 17,8 7,2 5,4 3,7 5,2 9,6 16,2 12,4
Gravatai 10,9 36,4 0,0 0,0 5,6 8,0 11,6 18,3 14,0

Afecgoes periodo Brasil 61,5 0,9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 3,9
perinatal RS 57,5 1,6 0,0 0,3 0,2 0,1 0,0 0,0 2,1
Gravatai 47,8 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,7

Causas externas Brasil 2,1 22,8 41,6 51,2 76,4 41,7 8,1 2,8 149
RS 48 225 424 454 758 35,1 7,3 25 10,6

Gravatai 4,3 18,2 37,5 750 66,7 338 7,0 25 123

Demais causas Brasil 19,8 27,8 22,0 18,1 9,1 16,5 19,3 17,9 17,9
RS 26,0 328 246 24,7 9,6 15,8 17,5 16,3 16,9

Gravatai 34,8 36,4 12,5 12,5 11,1 16,4 21,6 18,8 19,4

Fonte: DATASUS.™®
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APENDICE E

Demais indicadores de saude do Municipio de Gravatai-RS. Ano: 2002.

Pessoas Residentes — Total 232.629 Pessoas

Pessoas Residentes — Area Urbana 212.144 Pessoas

Esgoto - Domicilios particulares permanentes com banheiro 22.144 Domicilios

ligado a rede geral

Agua - Domicilios particulares permanentes com abastecimento 49.421 Domicilios

ligado a rede geral

Lixo - Domicilios particulares permanentes com lixo coletado 65.247 Domicilios
Obitos e Servicos de Satde 2002-2003

Obitos hospitalares — Homens 195 Obitos

Obitos hospitalares — Mulheres 152  Obitos

Obitos hospitalares - Doencas infecciosas e parasitarias 40 Obitos

Obitos hospitalares - Causas externas 3  Obitos
Estabelecimentos de saude — Total 37 Estabelecimentos
Estabelecimentos de saude - Prestadores de servigos ao SUS 28 Estabelecimentos
Leitos hospitalares 148 Leitos

Leitos hospitalares disponiveis ao SUS 148 Leitos

Registro Civil 2002

Nascimentos registrados no ano 3.934 Nascimentos
Base Territorial

Area da unidade territorial 463,76 Km?2

Fonte: IBGE®
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APENDICE F

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Em 1998, o Instituto de Geriatria e Gerontologia da PUCRS (IGG-PUCRS) foi
nomeado o primeiro centro colaborador da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e
Organizacao Panamericana da Saude para a Prevencao das Patologias e Doencgas
Cronico-Degenerativas Associadas ao Envelhecimento da América Latina (PAHO)
na América Latina.

A partir dai, diversos programas de pesquisa vém sendo desenvolvidos,
dentre os quais 0 PROGRAMA GENESIS coordenado pelo Dr. Emilio H. Moriguchi e
pela Dra. lvana Beatrice Manica da Cruz. Dentro deste programa, esta incluido o
projeto “ASSOCIACAO DA ATIVIDADE FISICA E DO POLIMORFISMO G894T DA
ENZIMA OXIDO NITRICO SINTASE ENDOTELIAL (NOS3) NA PREVALENCIA DE
FATORES DE RISCO E MORBIDADES CARDIOVASCULARES EM IDOSOS’, de
responsabilidade do educador fisico Luciano Castro.

Esta pesquisa sera de grande importancia para a populacao em geral ja que é
de extrema importancia que saibamos identificar e indicar ndo somente o tipo de
atividade fisica para diferentes populagdes, mas também saber qual a intensidade
da atividade que podera trazer os melhores beneficios para o individuo que a
pratica.

Uma grande quantidade de evidéncias mostram que a atividade fisica regular
e moderada tem efeitos benéficos a saude, principalmente em relacao as doencas
cardiovasculares. Estudos mais recentes tém sugerido que a relagao entre atividade
fisica moderada como fator protetor e a atividade fisica intensa como fator de risco
pode ainda ser modulada por fatores intrinsecos como polimorfismos de genes. Este
€ o caso do gene da enzima Oxido nitrico sintase endotelial, que tem um papel
fisiolégico importante na modulacédo do relaxamento dos vasos sanglineos e parece
estar associada a doencas cardiovasculares.

Com base nestas consideracdes o trabalho proposto tem como perspectiva
investigar a interagdo entre atividade fisica cotidiana, e o polimorfismo G894T da
NOS3 em idosos que vivem no municipio de Gravatai, com indicadores de risco e

morbidades cardiovasculares (antropolégicos, fisioldégicos, bioquimicos e clinicos).
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Todas as andlises foram feitas no Laboratério de Bioquimica e Genética
Molecular do IGG-PUCRS, que conta com uma equipe de médicos e pesquisadores
especializados.

Todos os resultados obtidos na avaliacdo clinica e genética serao
comunicados, ficando sob a tutela do IGG-PUCRS, podendo, a qualquer momento,
serem consultados e/ou eliminados da pesquisa caso haja desisténcia da sua
participagcdo como voluntaria.

Caso for observada qualquer alteragao na sua saude, nés a encaminharemos
para atendimento médico apropriado, através dos 6rgaos de saude ligados a
prefeitura de seu municipio.

Os desconfortos e riscos que o senhor(a) passara serdao minimos estando
basicamente relacionados com a coleta de sangue, que implica em uma sensacao
dolorosa temporaria na regiao da coleta, havendo possibilidade de formacao de um
pequeno hematoma na regiao.

Os beneficios imediatos serdao muitos, ja que os resultados desta avaliacao
servem como uma revisao médica gratuita e preventiva da sua saude.

Os pesquisadores envolvidos no projeto garantem ao senhor(a) o direito a
qualquer pergunta e/ou esclarecimento mais especificos dos procedimentos
realizados, e/ou interpretacdo dos resultados obtidos nos exames. Novamente
reafirmamos que o senhor(a) tem a liberdade de abandonar a pesquisa, sem que
isto leve a qualquer prejuizo posterior.

Os pesquisadores garantem sigilo e privacidade em relacdo aos resultados
dos exames, ja4 que um numero de protocolo passara a identifica-lo na pesquisa e
nao o seu nome.

Uma vez que iremos estudar diversos aspectos clinicos e genéticos, o sangue
coletado ficara sob a tutela e total responsabilidade dos pesquisadores do
Laboratério de Bioquimica e Genética Molecular do |IGG-PUCRS. Este material
podera ser destruido a qualquer momento que o senhor(a) desejar, sem que isto lhe
acarrete qualquer prejuizo.

Uma vez que o sangue pode servir para analises adicionais, estas sé serao
feitas se o senhor(a) assinar novo termo de consentimento que explique os outros

exames que serao feitos com o0 sangue armazenado.
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Termo de Consentimento

Eu,
portador da Cl , residente em Gravatai, Rio Grande
do Sul, fui informado dos objetivos especificos acima e da justificativa desta
pesquisa, de forma clara e detalhada. Recebi informacbes especificas sobre cada
procedimento no qual estarei envolvido, dos desconfortos ou riscos previstos, tanto
quanto dos beneficios esperados. Todas as minhas duvidas foram respondidas com
clareza e sei que poderei solicitar novos esclarecimentos a qualquer momento. Além
disso, sei que novas informagdes, obtidas durante o estudo, me seréo fornecidas e
que terei liberdade de retirar meu consentimento de participacdo na pesquisa.

O Instituto de Geriatria e Gerontologia da PUCRS certificou-me de que as
informacdes por mim fornecidas terdo carater confidencial.

Caso tenha novas perguntas sobre este estudo, posso chamar um integrante
da equipe de pesquisa do Laboratério de Bioquimica e Genética Molecular do IGG
pelo telefone (051) 3203000 ramal 2660.

Declaro ainda que recebi copia do presente Termo de Consentimento.

Assinatura:

Data:

Pesquisador Responsavel:
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APENDICE G

OFiCIO DE APROVACAO CEP-PUCRS

¢ PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP - PUCRS

Oficio 381/06-CEP Porto Alegre, 10 de abril de 2006.

Senhor(a) Pesquisador(a):

O Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS
apreciou seu protocolo de pesquisa registro 06/03071, intitulado: “Analise da
interacdo entre atividade fisica regular polimorfismos genéticos associados ao
estresse oxidativo e riscos cardiovasculares”.

Sua investigacdo estd autorizada a partir da
presente data.

Relatérios parciais e final devem ser
encaminhados a este CEP.

Atenciosamenté;

[/
Prof. Dr. Jogé Ragbperto Goldim
COORDENAD DO CEP-PUCRS

limo(a) Sr(a)
Luciano Castro
N/Universidade
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ANEXO A

QUESTIONARIO INTERNACIONAL DE ATIVIDADE FISICA — IPAQ
(forma curta)

Para responder as questdes lembre que:
e atividades fisicas VIGOROSAS sao aquelas que precisam de um grande
esforco fisico e que fazem respirar MUITO mais forte que o normal
e atividades fisicas MODERADAS sao aquelas que precisam de algum esforgo
fisico e que fazem respirar UM POUCO mais forte que o normal

Para responder as perguntas pense somente nas atividades que vocé realiza por
pelo menos 10 minutos continuos de cada vez:

1a. Em quantos dias de uma semana normal, vocé realiza atividades VIGOROSAS
por pelo menos 10 minutos continuos, como por exemplo correr, fazer ginastica
aerdbia, jogar futebol, pedalar rapido na bicicleta, jogar basquete, fazer servigcos
domésticos pesados em casa, no quintal ou no jardim, carregar pesos elevados ou
qualquer atividade que faca vocé suar BASTANTE ou aumente MUITO sua

respiracao ou batimentos do coragdo.__dias por SEMANA ( )Nenhum

1b. Nos dias em que vocé faz essas atividades vigorosas por pelo menos 10 minutos
continuos, quanto tempo no total vocé gasta fazendo essas atividades por dia?

Horas: Minutos:

2a. Em quantos dias de uma semana normal, vocé realiza atividades MODERADAS
por pelo menos 10 minutos continuos, como por exemplo, pedalar leve na bicicleta,
nadar, dancar, fazer ginastica aerdbia leve, jogar vélei recreativo, carregar pesos
leves, fazer servicos domésticos na casa, no quintal ou no jardim como varrer,
aspirar, cuidar do jardim, ou qualquer atividade que faca vocé suar leve ou aumente
moderadamente sua respiracdo ou batimentos do coracdo (POR FAVOR NAO
INCLUA CAMINHADA) _ dias por SEMANA ( ) Nenhum

Observacoes:
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2b. Nos dias em que vocé faz essas atividades moderadas por pelo menos 10
minutos continuos quanto tempo no total vocé gasta fazendo essas atividades por
dia? Horas: Minutos:

3a. Em quantos dias de uma semana normal vocé caminha por pelo menos 10
minutos continuos em casa ou no trabalho, como forma de transporte para ir de um
lugar para outro, por lazer, por prazer ou como forma de exercicio? __ dias por
SEMANA ( ) Nenhum

3b. Nos dias em que vocé caminha por pelo menos 10 minutos continuos quanto

tempo no total vocé gasta caminhando por dia? Horas: Minutos:

4a. Estas ultimas perguntas sdo em relagdo ao tempo que vocé passa sentado ao
todo no trabalho, em casa, na escola ou faculdade e durante o tempo livre. Isto inclui
o tempo que vocé passa sentado no escritério ou estudando, fazendo licao de casa,
visitando amigos, lendo e sentado ou deitado assistindo televisao.

Em média, quanto tempo por dia vocé fica sentado em um dia da semana?

Horas: Minutos:

4b. Em média, quanto tempo por dia vocé fica sentado no final de semana?

Horas: Minutos:



