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RESUMO

A génese da hipertensdo arterial tém sido associada a presenca de

polimorfismos em alguns genes, em especifico no gene da eNOS. O
polimorfismo no intron 4 é caracterizado por um Nimero Variavel de Repeticdes
em Tandem, no qual o alelo 4a foi relacionado a baixos niveis de nitrito/nitrato.
Os individuos 4a/a exibiram 20% menos 6xido nitrico (NO) que os individuos com
genotipos 4b/b, assim como diminuicbes na expressao protéica da eNOS.
Acredita-se que a alteragao polimérfica de unico nucleotideo (SNP), na posicéao -
786 do gene da eNOS esteja relacionada a modulacédo do gene através da acao
de uma proteina repressora chamada de RPA1, capaz de diminuir a quantidade
de mRNA, e nitrito/nitrato plasmatico; demonstrando sua provavel contribuicao
para o aumento dos valores de pressao arterial. Apenas dois trabalhos mostram
uma associacao entre os polimorfismos do Intron 4 e -786, demonstrando que o
4a/4a apresenta uma possivel ligacdo de desequilibrio com a posi¢cdo -786,
sugerindo uma associacdo positiva entre polimorfismos e prevaléncia de
espasmos coronarios e redugdao na producao endotelial de NO. No entanto,
nenhum trabalho avaliou a associagédo entre o nivel de atividade fisica e a
presenca de polimorfismo no Intron 4 e -786 juntos. Assim, os objetivos deste
trabalho foram: verificar se existe relacdo entre a prevaléncia de hipertensao
arterial e a presenca do polimorfismo para o gene da eNOS nas duas posigoes -
786 e Intron 4, separadamente e juntamente, em voluntarios acima de 40 anos e
também avaliar se existe relagdo entre o nivel de atividade fisica e os valores de
pressao arterial em individuos com e sem estes polimorfismos.
Para a analise genética foram feitas andlises de reacao em cadeia da polimerase
(PCR) e para a classificacdo dos niveis de atividade fisica foi utilizado o
questionario Minnesota Leisure-Time Physical Activity modificado. Nosso estudo
mostrou que nao existe associacao entre a presenca de polimorfismos da eNOS
e a prevaléncia de hipertensdo arterial na populagdo estudada, tanto para a
posicdo -786, quanto para o Intron 4, bem como quando associamos 0s dois
polimorfismos. Por outro lado, o maior nivel de atividade fisica mostrou ser
benéfica para o sistema cardiovascular e melhora dos valores de circunferéncia
abdominal, um importante fator de risco para a sindrome metabdlica,
independente do gendtipo.

Palavras chave: Hipertensao arterial, Polimorfismo eNOS, Atividade fisica.
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1. INTRODUCAO

Alguns estudos tém associado a presencga de polimorfismos no gene da 6xido
nitrico sintase endotelial (eNOS) com a génese da hipertensao arterial devido esta
ser a principal enzima conversora do NO, um importante vasodilatador. O intron 4 da
eNOS é caracterizado por um Numero Variavel de Repeticbes em Tandem (UWABO
et al.,, 1998; YOKOYAMA et al., 2000; PULKKINEN et al., 2000) e possui um
polimorfismo que apresenta 4 repeticoes de 27pb (4a) ao invés de 5 repeticdes(4b).
O alelo 4a foi relacionado a baixos niveis de nitrito/nitrato, derivados do NO, no qual
os individuos homozigotos para esse alelo exibiram 20% menos de 6xido nitrico
(NO) quando comparados com os individuos com gendtipos 4b/b, assim como
diminuicbes na expressao protéica da eNOS (TSUKADA et al., 1998, WANG et al.,
2000). Outro polimorfismo do gene da eNOS, um polimorfismo de Unico nucleotideo
(SNP) localiza-se na regidao promotora -786 e possui uma substituicado de timina (T)
por citosina (C). Acredita-se que a alteracao polimérfica observada nesta regiao,
gera quantidades diminuidas de RNA mensageiro (mRNA), assim como menor nivel
de nitrito/nitrato plasmatico (MIYAMOTO et al.,, 2000). Apenas dois trabalhos
mostraram uma associagao entre os polimorfismos no intron 4 e na regido promotora
-786, demonstrando que o homozigoto polimérfico (4a/a) apresenta uma possivel
ligacdo de desequilibrio com a posicao -786, sugerindo uma associacao positiva
entre esses polimorfismos e a prevaléncia de espasmos coronarios e reducao na
producéo endotelial de NO (YOSHIMURA et al., 2000; NAKAYAMA et al., 1999). No
entanto, nenhum trabalho avaliou a associacao entre o nivel de atividade fisica e a
presenca de polimorfismo na regido intron 4 e -786 juntos. Assim, os objetivos deste
trabalho foram verificar se existe relacdo entre a prevaléncia de hipertensao arterial
e a presenca do polimorfismo para o gene da eNOS nas duas posi¢des -786 e intron
4, separados e em conjunto, em voluntarios acima de 40 anos; e também avaliar se
existe relagao entre o nivel de atividade fisica e os valores de pressao arterial em

individuos com e sem estes polimorfismos.
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2. GENETICA DA HIPERTENSAO ARTERIAL

2.1 Hipertensao Arterial

A hipertensdo é uma sindrome multicausal, multifatorial e poligénica
caracterizada pela presenca de niveis tensionais elevados e normalmente associada
a disturbios metabdlicos, hormonais com presenca de hipertrofia cardiaca e
elevagao do ténus vascular (NEGRAO & BARRETTO, 2006; KRIEGER & PEREIRA,
2006). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2003) existem no mundo
600 milhdes de hipertensos, sendo a hipertensao o terceiro principal fator de risco
associado a mortalidade mundial. Desses hipertensos cerca de 50% estao entre a
faixa etaria de 60 e 69 anos e % destes, acima de 70 anos (DOREA & LOTUFO,
2004). A hipertenséo arterial acarreta 40% das mortes por acidente vascular cerebral
e 25% por doenca arterial coronariana. No Brasil, inquéritos de base populacional
realizados em algumas cidades mostram prevaléncia de hipertensao arterial
(2140/90 mmHg) de 22,3% a 43,9% (V DIRETRIZES DE HIPERTENSAO
ARTERIAL, 2006).

Inimeros fatores podem contribuir de forma significativa para o aumento na
incidéncia das doencas cardiovasculares, incluindo alteragdo no perfil lipidico,
excesso de peso corporal e niveis diminuidos de atividade fisica (SIMKIN-
SILVERMAN et al.,, 1995). Em relacdo a hipertensado arterial, especificamente, o
excesso de consumo de sodio, o consumo elevado de bebidas alcoodlicas
(STRANGES et al., 2004), a obesidade, as dislipidemias (alteracao no perfil lipidico),
o diabetes mellitus e o sedentarismo apresentam-se como importantes fatores de
risco para o seu desenvolvimento (BLOCH, 2006).

Atualmente tem sido recomendado, para se evitar as doencas
cardiovasculares (DC), o controle do peso pelo indice de massa corpérea (IMC), ou
seja, 0 seu peso dividido pela sua altura ao quadrado tem que apresentar valores
menores que 25 kg/m?, evitando assim a classificagdo de sobrepeso e obesidade
(ZHU et al., 2004, World Health Organization, 2000).
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O controle da circunferéncia abdominal também €& importante, mulheres < 88
cm e homens < 102 cm (National Institutes of Health,1998), pois ele verifica a
quantidade de gordura acumulada na regiao ja associada com os risco de DC (ZHU
et al., 2004; LEAN et al., 1995; HARRIS et al., 2000).

2.2 Pressao arterial e 6xido nitrico

O 6xido nitrico (NO) é uma das mais versateis moléculas conhecidas, sendo
considerado o maior regulador do sistema cardiovascular, atuando como mediador
em muitas reacoes bioldgicas (IGNARRO et al., 1987; MELINO et al., 1997).
Controla o ténus vascular basal, inibe a agregacao plaquetaria, atenua a adesao
leucocitaria e modula a proliferacdo de musculatura lisa do endotélio (ZANESCO &
ANTUNES, 2005).

A acdo do NO da-se pela catalisagdo do nitrogénio terminal do grupamento
guanidino da L-arginina formando quantidades equimolares de NO e L-citrulina
(MONCADA et al., 1991), promovendo o relaxamento da musculatura lisa através do
aumento dos niveis de GMP ciclico que diminuem a concentragéo citosélica de Ca?*
levando a vasodilatacdo, sendo esta reacdo catalisada pela Oxido Nitrico Sintase
(NOS). Esta enzima apresenta-se em duas isoformas: a constitutiva (eNOS e nNOS)
e a isoforma induzivel (INOS) (ZANESCO & ANTUNES, 2005). Ambas as isoformas
encontram-se presentes nas células e sao estimuladas por uma cascata bioquimica
que pode ser dependente ou independente de ions célcio (Ca®*). Assim, a ativagdo
da NOS constitutiva é dependente da elevacao de ions Ca®* nas células endoteliais.
Tanto a eNOS quanto a nNOS requerem um doador de elétron, a nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH), e co-fatores como a flavina
adenina dinucleotideo (FAD), a flavina mononucleotideo (FMN) e a
tetrahidrobiopterina (BH4) (VANHOUTTE, 2003; MOMBOULI & VANHOUTTE, 1999;
MONCADA, 1997). Em humanos e, presumivelmente, na maioria das outras
espécies, essas isoformas sao codificadas por trés diferentes genes localizados em
trés cromossomos distintos (MONCADA, 1997).

A codificacao da sintase do 6xido nitrico endotelial (eNOS) é dada pelo gene
(eNOS) localizado no cromossomo 7g35-36 com um comprimento genémico de
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4.4kb compreendendo 25 introns e 26 éxons que codificam uma proteina contendo
1203 aminoacidos apresentando um peso molecular de 135-kD (MASRDEN et al.,
1993). Em ratos, foi demonstrado que a auséncia do gene da eNOS estava
associado a altos niveis de pressao arterial (HUANG et al., 1995.; SHESELY, 1996),
enquanto que a inducao de cDNA deste gene apresentou uma reducdo dos niveis
pressoricos desses animais (OHASHI et al.,, 1998). Em humanos, alguns estudos
tém associado a presenca de polimorfismos em alguns genes, com a génese da
hipertensao arterial, como é o caso do polimorfismo no intron 4 caracterizado por um
Numero Variavel de Repeticoes em Tandem (VNTR), (WANG, et al., 1996; UWABO
et al., 1998; MORITA et al., 1999; PULKKINEN et al., 2000) e o polimorfismo na
posicao -786 considerado um polimorfismo de Unico nucleotideo (SNP) localizado na
regiao promotora do gene da eNOS (HYNDMAN, 2002).

2.3 Intron 4

Os introns podem funcionar como intensificadores/repressores para
transcricdo de determinados genes nas células podendo alterar a sequiéncia e a
funcdo do mRNA através de splicing alternativo (LIU et al., 2004; VIRTS &
RASCHKE, 2001) ou ainda fornecer small ou micro RNA que regulam a expressao
de seu préprio gene ou de outros através da metilacdo do DNA ou remodelamento
da cromatina (AMBROS et al., 2003; YING &LIN, 2004, 2005; KAWASAKI & TAIRA,
2004).

Para o intron 4 do gene da eNOS, dois alelos tém sido identificados: o maior
alelo 4b consiste em cinco repeticbes em tandem da sequéncia
GAAGTCTAGACCTGCTGCA/GG GGGTGAG, e o menor alelo 4a consiste em
apenas quatro repeticbes em tandem ambos com 27 bp (WANG et al., 1996). O
alelo 4a foi relacionado a baixos niveis de nitrito/nitrato plasmaticos, no qual os
individuos homozigotos para esse alelo exibiram reducdo de 20% na concentragéao
desses metabdlitos do NO quando comparados com individuos com genétipos 4b/b,
assim como diminuicdo na expressao protéica da eNOS (TSUKADA et al., 1998,
WANG et al., 2000). No entanto, nem todos os trabalhos confirmam estes achados
(YOON et al., 2000; JEEROOBURKHAN, 2001).

Zhang e colaboradores (2005) demonstraram que a repeticdo de 27 pb do
intron 4 produzia microRNAs que inibiam a expressao da eNOS. Mais recentemente,

esses autores demonstraram que estes microRNAs presentes exclusivamente no
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nicleo alteram a acetilacdo das histonas no Intron 4 e da regido reguladora,
silenciando o préprio gene da eNOS (Zhang et al., 2008). A hipermetilacdo na regido
repressora (27pb em tandem) resulta no recrutamento de fatores negativos de
transcricdo para a regido promotora. Desta forma, o intron 4 pode ter relagdo com a
posicao -786 da regido reguladora da eNOS. Devido ao silenciamento do préprio
gene, acredita-se que a repeticdo de 27pb do intron 4 possa atuar por feedback
negativo (ZHANG et al., 2005).

No entanto, alguns estudos n&o encontraram associacao positiva entre o
polimorfismo do intron 4 da eNOS e a prevaléncia de hipertensdo arterial
(ODAWARA, et al., 1998; MIYAMOTO et al., 1998; BENJAFIELD & MORRIS 2000).

2.4 Posicao -786

Outro polimorfismo importante e muito estudado é o polimorfismo de Unico
nucleotideo (SNP) localizado na regiao promotora -786 do gene da eNOS com a
substituicao de timina (T) por citosina (C). Ele tem demonstrado correlagao positiva
com as doengas cardiovasculares (WANG & WANG, 2000; MARRONI, 2005;
DENGEL et al., 2007; SPOTO et al., 2007), bem como com espasmos coronarianos
(NAKAYAMA et al., 1999), doengas renais (ZANCHI et al., 2000) e hipertensao
arterial (HYNDMAN, 2002). Acredita-se que a alteragao polimérfica observada nesta
regiao esteja relacionada com a modulacdao do gene da eNOS através da agao de
uma proteina repressora chamada de RPA1 (KIMURA et al, 2003), gerando
quantidades diminuidas de RNAm, assim como menor nivel de nitrito/nitrato
plasmatico (MIYAMOTO et al., 2000).

Apenas dois trabalhos mostram uma associagao entre os polimorfismos no
intron 4 e na regido promotora -786, demonstrando que o homozigoto polimérfico
(4a/a) apresenta uma possivel ligacdo de desequilibrio com a posicao -786,
sugerindo uma associacao positiva entre esses polimorfismos e prevaléncia de
espasmos coronarios e reducao na producao endotelial de NO (YOSHIMURA et al.,
2000; NAKAYAMA et al., 1999). No entanto, nenhum trabalho avaliou a associagéo
entre o nivel de atividade fisica e a presenca de polimorfismo na regido intron 4 e da

posicao -786 juntos.
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2.5 Atividade Fisica

Além dos fatores genéticos, fatores ambientais, como um estilo de vida
fisicamente inativo, fumo, alta ingestao de bebidas alcodlicas e a falta de controle de
peso contribuem para o desenvolvimento do quadro hipertensivo (ACSM, 2001). A
atividade fisica regular € recomendada como terapéutica ndo farmacoldgica na
prevencao e/ou tratamento das doengas cardiovasculares e na melhora do quadro
hipertensivo. Individuos inativos apresentam um risco de cerca de 30% maior do que
os individuos ativos de desenvolver hipertensao arterial (PAFFENBARGER et al.,
1991; FAGARD, 2005).

Os efeitos benéficos do exercicio fisico, um tipo de atividade fisica, estdo
relacionados a reducao das concentragdes séricas de colesterol total, LDL colesterol
e triglicerideos, e elevacao dos niveis da concentracdo de HDL e perda de peso
(KINGWELL, 2000; LATERZA et al., 2007). Além desses beneficios, 0 aumento de
fluxo sanguineo em leitos vasculares, gerado pela atividade fisica, provoca elevacao
da forca de cisalhamento (shear stress) sobre os vasos, um dos mais importantes
estimulos para a célula endotelial produzir importantes vasodilatadores como o NO e
EDHR (fator hiperpolarizante derivado do endotélio), levando a hipotensao arterial
(ZANESCO & ANTUNES, 2007; ZANESCO & ZAROS, 2009). Para maiores detalhes
veja figura 1.

Figura 1. Mecanismo de agdo do Oxido nitrico e relaxamento do musculo liso
vascular em resposta ao exercicio fisico (ZANESCO & ZAROS, 2009).

Dados experimentais mostram que a reducdo da pressao arterial apds

exercicio dindmico cronico é maior em individuos hipertensos, principalmente
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quando os individuos estédo classificados nos estagios 1 e 2 de hipertenséo arterial,
do que em normotensos, tanto em humanos quanto em animais de laboratério. A
reducao dos valores de pressao arterial sistélica e diastélica decorrente de atividade
fisica varia de 18—20 mmHg (A) e de 7— 9mmHg (A), respectivamente, em humanos
com hipertensao leve ou moderada. Em individuos normotensos, a reducao é de 8-
10 mmHg (A) para a pressao sistélica e de 3—5 mmHg (A) para a pressao diastolica
(DUNCAN et al.,, 1985; KENNEY & SEALS, 1993). Deste modo, com exercicios
fisicos, alguns pacientes hipertensos conseguem reducdo, e as vezes até
suspensao de medicamentos anti-hipertensivos, reduzindo dessa forma, os gastos
dos 6rgaos de saude publica e os efeitos colaterais decorrentes do tratamento
medicamentoso (CADE et al., 1984).

Nao ha estudos relacionando o polimorfismo da posi¢cdo -786 do gene da
eNOS com o nivel de atividade fisica e hipertensao arterial, diferentemente do
polimorfismo do Intron 4, cujo um Unico estudo verificou associagdo positiva dessas
variaveis na populagdo japonesa (KIMURA, 2003). No entanto, ndo existem
trabalhos avaliando a correlagdo desses polimorfismos, o nivel de atividade fisica e
a presenca de hipertensao arterial na populacao brasileira.
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3. OBJETIVOS

Assim, este trabalho tem por objetivos:
1. Verificar se existe relacdo entre a prevaléncia de hipertensao arterial e a
presenca do polimorfismo para o gene da eNOS nas duas posicoes -786 e

intron 4, separados ou em conjunto, em voluntarios acima de 40 anos;

2. Avaliar se existe relacdo entre o nivel de atividade fisica e os valores de

pressao arterial em individuos com e sem estes polimorfismos.
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4. METODOS

4.1 Participantes

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica de Pesquisa em seres
humanos do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista Julio de
Mesquita Filho — UNESP (Protocolo n° 6603 - Anexo 1).

Os participantes desse estudo foram convidados e selecionados segundo os
critérios de inclusdo dentro do campus de Rio Claro da Universidade Estadual
Paulista Julio de Mesquita Filho — UNESP.

Critérios de inclusdo - Para serem incluidos no estudo, os participantes
deveriam ser adultos acima de 40 anos, ndo ser fumante; ter funcdo renal normal
(creatina sérica < 1,4 mg/dL); ter um IMC < 34,9 kg/m? evitando-se assim a
interferéncia da obesidade Il e Ill. Os participantes selecionados foram convidados a
comparecem ao Laboratério de Atividade Fisica e Saude, os quais assinaram um
termo de consentimento livre e esclarecido informando sobre os procedimentos e
riscos da pesquisa. Dessa maneira obteve-se um numero de 74 participantes de

ambos 0s sexos.

4.2 Questionario

Foi aplicado o Minnesota Leisure-Time Physical Activity Questionnaire
(TAYLOR, et al., 1978) com a atualizacado dos seus valores de indice metabdlicos
(METSs) feitas por Barbara Ainsworth e colaboradores (2000), para a classificacao
dos niveis de atividade fisica. O questionario segue em anexo 2, e a seguinte

férmula foi aplicada para cada atividade:

(unidade de intensidade — METSs) X (duracao) X (frequéncia por més) X (niumero de

meses por ano) + 52 semanas/ano.

O valor de cada atividade foi ainda dividido por 7, como forma de obter-se a

atividade diaria do participante.
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Em seguida foi feita a soma destas atividades e os grupos de normotensos e
hipertensos foram divididos em tercil: os participantes com 1/3 de maior valor foram
classificados como alto nivel de atividade fisica (mais ativo) e os outros 2/3 foram

classificados como baixo nivel de atividade fisica (menos ativo).

4.3 Grupos Experimentais
Inicialmente, os grupos experimentais foram analisados somente pelos
genotipos para cada posicdo do gene da eNOS (-786 e intron 4) como segue no

quadro 1 abaixo.

Quadro 1. Divisdo dos genétipos para a posicao -786 e intron 4 do gene da eNOS.

Regiao do gene eNOS Grupo nao-polimérfico  Grupo polimérfico
-786 TT TC+CC
intron 4 4b/b 4a/b + 4a/a

Os gendtipos para a posigdo -786 e intron 4 do gene da eNOS polimérficos
heterozigotos e homozigotos (TC+CC; 4a/b+4a/a) foram agrupados para uma
melhor andlise estatistica.

Os genotipos presentes no quadro 1 foram também agrupados para uma
posterior andlise de sua interacdo, como segue no quadro 2.

Quadro 2. Divisdo dos genétipos para a posicao -786 e intron 4 do gene da eNOS.

Com ambos

Sem-polimorfismo Com apenas 1 polimorfismo

polimorfismos

TT — (4a/b + 4a/a)
TT —4b/b (TC+CC) — (4a/b + 4a/a)
(TC+CC) - 4b/b

Posteriormente, os grupos genotipicos para a posicdo -786, Intron 4 e a

interacdo de ambos (figura 2) foram sub-divididos em:

» Grupo Normotenso (NT)
» Grupo Hipertenso (HT)
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| VOLUNTARIOS \
1 1

NORMOTENSOS [NT}] HIPERTENSOS (HT)

N Y
N

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
L L L
TT - 4b/b TT - (4a/b + 4a/a) TC+CC - 4a/b + 4a/a

(TC+CC) - 4b/b

Figura 2. Esquema do estudo: Organograma da divisao dos gendtipos
agrupados da posicéo -786 e Intron 4 dentro da patologia hipertenséo arterial.

4.4 Avaliacao Antropométrica

O célculo do indice de Massa Corpérea (IMC) foi realizado com base na
avaliacao antropométrica (peso e altura), levando em consideracdo a razao entre o
peso corporal e o quadrado da estatura (kg/m?). Para a pesagem foi utilizada uma
balanca digital marca Plenna® estando os voluntarios vestidos com o minimo de
roupa possivel e descalcos para a pesagem. A estatura foi mensurada através de
uma fita métrica que foi fixada na parede. A circunferéncia abdominal (cm) foi
medida com o auxilio de uma fita métrica na porcao mediana entre a crista iliaca e a

Ultima costela.
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4.5 Medida de pressao arterial

Nos dias determinados para afericdo da presséao arterial, os voluntarios foram
instruidos para que nao realizassem exercicio fisico. Pela manha, a pressao arterial
dos voluntarios foi avaliada apés 15 minutos de repouso na posicao sentada
utilizando um esfigmomandémetro anerdide (Tycos, Raleigh, NC, USA). Estas
medi¢cdes foram feitas pelo mesmo experiente avaliador durante trés dias nao
consecutivos, como determina a Sociedade Brasileira de Hipertensao (2006). Os
voluntarios foram classificados em normotensos e hipertensos através da
observacdo das suas pressdes arteriais (pressado arterial sistdlica (PAS) = 140
mmHg e pressao arterial diastélica (PAD) = 90 mmHg) sendo considerados
hipertensos quando as trés medidas apresentavam-se acima destes valores ou
quando era determinado pelo médico.

4.6 Coleta Sanguinea

Apos jejum noturno de aproximadamente 12 horas, foi coletado da veia
antecubital uma amostra sanguinea (4 ml) através da técnica asséptica com material
de puncado venosa, descartavel e apropriado para a populacdo estudada. Uma
enfermeira especializada foi contratada para a coleta.

4.7 Analise genotipica da NO sintase

Extracdo do DNA genémico

O DNA dos participantes foi obtido de leucécitos, a partir do protocolo
Cloroférmio-Fenol do Hemocentro de Campinas. O sangue foi centrifugado a
2650 rpm por 10 minutos, o plasma descartado e os eritrécitos lisados com uma
mistura de solugbes contendo NH4Cl 0,144M e NH4HCO3; 0,01M. Apds
centrifugacdo a fase aquosa foi desprezada e este ultimo passo repetido mais
duas vezes. A seguir, foi adicionada ao precipitado 1 ml da solucdo denominada
TKM1 (Tris-HCI 10mM; pH 7,6; KCI 10mM; MgCl, 10mM; EDTA 20mM),
juntamente com 1 gota de Triton X-100. As amostras, depois de homogeneizadas,
foram centrifugadas a 2650 rpm por 10 minutos, e posteriormente a fase aquosa
foi descartada, obtendo-se o precipitado de leucdcitos.

Para lisar os leucécitos, foram adicionados 400 ul da solugdo TKM2 (Tris-
HCI 10 mM pH 7,6; KCI 10mM; MgCl, 10mM; NaCl 0,4M; EDTA 20mM) e 25ul de
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SDS 10% e incubado a 55°C por 30 min. Apds esse periodo, 180ul de NaCl 5M
foram adicionados a solucao anterior e mantida em temperatura ambiente por 15
minutos. A amostra foi centrifugada a 12.000 rpm por 5 minutos e a fase aquosa
transferida para outro tubo, foram adicionados 400ul de fenol pH 8,0 e igual
volume de uma solugdo cloroférmio/alcool isoamilico (propor¢do 24:1) para
precipitacdo de proteinas, seguido de homogeneizacdo, centrifugacdo e
transferéncia da fase aquosa para outro tubo. Para a completa remocgao de
proteinas da amostra, 900ul da mistura cloroférmio/alcool isoamilico foram
adicionados ao tubo, centrifugado e a fase aquosa transferida para um novo tubo.
Para a precipitagdo do DNA, foram adicionados 10% do volume da fase aquosa
de acetato de sédio 3M pH 5,2 e 900ul de etanol absoluto gelado. O tubo foi
centrifugado a 12.000 rpm por 5 minutos, a fase aquosa foi desprezada e o DNA
precipitado foi lavado com 1ml de etanol 70% gelado. Posteriormente o DNA foi
solubilizado em 30wl de tampao Tris-EDTA (TE) estéril e armazenado em
geladeira até o dia seguinte. O DNA foi quantificado em equipamento NanoDrop®
ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc, WILMINGTON, DE, USA) e a andlise

qualitativa realizada em gel de agarose 1,0%.

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) é uma técnica de amplificacao de
DNA in vitro proposta por Kary Mullis em 1983. A reagéo, catalisada por uma enzima
termoestavel (Tag DNA polimerase), utiliza primers que se hibridizam em fitas
opostas de regides especificas do DNA, delimitando o fragmento. A reacao € levada
ao termociclador e a amplificacao desta regido, a partir de uma pequena quantidade
de DNA, ocorre em decorréncia dos repetidos ciclos de temperatura: 94-96°C -
desnaturacao do DNA; aproximadamente 55°C - anelamento dos primers, e 72°C —
extensdo, etapa em que ha a incorporacdo dos nucleotideos, resultando em um
acumulo exponencial do fragmento. Os primers utilizados na PCR para a obtencao
do fragmento que pode conter o polimorfismo para a posicéao -786 (figura 3) foram
desenhados no Laboratério de Bioquimica e Genoma na Unicamp utilizando o
programa Gene Runner. Ja os primers para o intron 4 da eNOS foram sintetizados
de acordo com Wang et al.(1996) com modificacdo (quadro 3). A repeticdo em

tandem de 27pb no fragmento delimitado pelos primers pode ser vista na figura 4.
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Quadro 3. “Primers’ utilizados na PCR para as diferentes regides do gene da eNOS
e tamanho dos produtos de amplificacéo.

Regiao Tamanho Sense (5’-3) Antisense (5°-3’)
eNOS

- 786 394 pb CACCCAGGCCCACCCCAACT GCCGCAGGTCGACAGAGAGACT

intron 4 420 pb  AGGCCCTATGGTAGTGCCTTG TCTCTTAGTGCTGTGGTCACAG

Quadro 4. Reagentes utilizados na técnica de amplificagcao (PCR) das regites do
gene da eNOS (-786/Intron 4).

Reagentes Volumes (ul)
eNOS -786/intron
4

Tampao (10X) 3,0

MgCl. (50mM) 1,2

dNTP’s (10mM) 0,5

Primer Sense (10 uM) 0,5

Primer Antisense (10 uM) 0,5

Tag DNA  Polimerase 0.

(5U/ul)

DNA (200 ng) 1,0

dH>0 23,1

Volume Final (ul) 30,0
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Quadro 5. : Condigbes das reagées para amplificagédo dos fragmentos do gene da
eNOS para as posicoes -786 e Intron 4.

Desnaturacdao | Desnaturacdo Anelamento Extensao Extensao

Regido inicial 35 ciclos Final

TeC) Tempo | T(¢C) Tempo T(2C) Tempo T(2C) Tempo | T(2C) Tempo

eNOS - 96 2’ 96 30” 56 30” 72 1 72 5
786/intron
4

CTTATCCTCCIACTECTITTCIAGAGGAGTCT GGCCAACACA AATCCTCTTG

TTTGTTTGTC TGTCTGTCTG CTGCTCCTAG TCTCTGCCTC TCCCAGTCTC
TCAGCTTCCG TTTCTTTCTT AAACTTTCTC TCAGTCTCTG AGGTCTCGAA
ATCACGAGGC TTCGACCCCT GTGGACCAGA TGCCCAGCTA GTGGCCTTTC
TCCAGCCCCT CAGATGGCAC AGAACTACAA ACCCCAGCAT GCACTCTGGC
CTGAAGTGCC TGGAGAGTGC TGGTGTACCC CACCTGCATT CTGGGAACTG
TAGTTTCCCT AGTCCCCCAT GCTCCCACCA GGGCATCAAG CTCTTCCCTG

GqI(C)GGCTGAC CCTGCCTCAG CCETAGTCTCHTCICCTICACCITCEE

Figura 3. SeqlUéncia genotipica da amplificacdo dos primers (em rosa) para a
posicéo -786 do gene da eNOS. ] Sitio de restrigio da enzima Mspl

DEEEEEEEEEE GAGGAGGGGA AAGAAGTCTA GACCTGCTGC

AGGGGTGAGG AAGTCTAGACC TGCTGCAGGG GTGAGGAAGT
CTAGACCTGC TGCAGGGGTG AGGAAGTCTA GACCTGCTGC GGGGGTGAGG
AAGTCTAGAC CTGCTGCGGG GGTGAGGACA GCTGAGCGGA GCTTCCCTGG
GCGGTGCTGT CAGTAGCAGG AGCAGCCTCC TGGAAAAGCC CTGGCTGCTG
CTTCTCCCCC AAGAGAGAAG GCTTCTCCCG CCAGGCCAGT CCAGTGCAGC
CCCTCACCCA CACCCACTGC TACCCCAGTT CCCCTGCTTC GGCCCGCACC
CTCCCTCACA CCCCAGCCCA CAGACTCGGG GCTGGCCTTA GTTATGGAAC

GCCTGTGACC ACAGCACTAAG  AGA

Figura 4. Sequéncia genotipica da amplificagdo dos primers (em rosa) para o intron
4 (em amarelo) para o gene da eNOS.
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Determinacao do polimorfismo para a posicédo -786 do gene da eNOS:

Apbs a confirmacado da amplificagcdo pela PCR em gel de agarose 1,5%

(figura 5) através da eletroforese, foi realizada a técnica de RFLP (Restriction

Fragment Lenght Polymorphism) em que os fragmentos polimérficos amplificados

foram digeridos (posicao do corte na figura 3) e analisados por eletroforese (figura

6).

500 pb

394 pb

Figura 5. Gel de agarose 1,5% mostrando as bandas correspondentes a
posicao -786 do gene da eNOS.

Para a analise utilizando endonucleases de restricdo, foram utilizados: 5,0 pl

do produto amplificado, 1,5 ul do tampéo da enzima 10X e 2U da enzima Fast Mspl.

A enzima utilizada e seu padrao de digestdo esperado estdo representados no

quadro 6. Agua deionizada e estéril foi adicionada para completar o volume de 15,0

ul e a mistura foi conduzida ao banho-maria a 37°C durante 5 minutos. O produto foi

submetido a eletroforese em gel de agarose 1000 a 2,5% (Invitrogen, Carlsbad CA,

USA) por 3 horas, corado com brometo de etidio, visualizados sob luz ultravioleta e

fotografado (figura 6).

Quadro 6. Padrdo de reconhecimento e digestao pela enzima Mspl.

(T-786C)

Sequéncia de restricao da Produto Produto
Gene Enzima .
enzima PCR Digestao
eNOS CrCG. G 394pb Mspl | 352pb+42pb
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M TCTCTT TC TT TCCCCCTTCCTT TT CCTCTC TC TTTC TTTCTT TT TT

400 pb

300 pb

200 pb

Figura 6. Foto dos fragmentos da posicdo -786 digeridos. M: marcador
molecular (100 pb).

Apés a digestao, sdo observadas as seguintes caracteristicas para a regiao
de interesse:
» Homozigoto nao polimoérfico (T/T) - 394pb;
> Heterozigoto Polimorfico (T/C) -394pb + 352pb + 42pb
» Homozigoto Polimérfico (C/C) - 352pb + 42pb

Determinacéo do polimorfismo para o intron 4 da eNOS:

Apbs a confirmacao da amplificacao pela PCR em gel de agarose 1,5%, foi
realizada a genotipagem no sequenciador MegaBACE e a analise dos fragmentos
produzidos foi feita no programa Fragment Profiler versao 1.2. O alelo 4a produziu
um pico em 386 pb e o alelo 4b produziu um pico em 413 pb demonstrados na figura
7.
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Figura 7. Espectro da genotipagem para o intron 4 do gene da eNOS.

Andlise Estatistica

Os resultados foram analisados através do software SPSS 13.0. O nivel de
significAncia adotado foi p<0,05.

Inicialmente, o teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para determinagao
da normalidade do conjunto de dados analisados, o qual indicou normalidade dos
mesmos.

A partir disso, utilizou-se uma analise descritiva (média e erro-padrao), cujas
foram aplicadas no teste t de Student independente e ANOVA one-way, seguida
pelo post hoc de Tukey, para a comparacdo das médias entre os gendtipos
polimérficos e nao polimérfico e entre os grupos normotenso e hipertenso, tanto para
a posicao -786, intron 4 e a interacdo de ambas.

Como forma de verificar uma possivel relagdo entre os valores de pressao
arterial e o nivel de atividade fisica, foi utilizado o teste de coeficiente de correlacdo
de Pearson. E por fim, o teste Qui-quadrado (x°) para indicar uma possivel
associagao entre uma menor ocorréncia de hipertensao arterial e estar situado no

grupo “mais ativo” para o nivel de atividade fisica.
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5. RESULTADOS

5.1. Andlise dos dados somente pelo genétipo da posicao -786 do gene
da eNOS:

As frequéncias genotipicas para posicdo -786 do gene da eNOS estdo
apresentadas na Tabela 1 e figura 8. Para uma melhor analise estatistica os
genotipos foram divididos em dois grupos: ndo polimérfico (TT) e polimérfico, em que

o genotipo TC foi agrupado ao gendétipo CC formando o grupo TC+CC.

Tabela 1. Caracterizacdo dos voluntarios quanto ao seu genétipo para a posicao -
786 do gene da eNOS.

o ] o Frequéncia

Gendtipos Numero de voluntarios (n) .
genotipica (%)

1T 29 39
TC 37 50
CcC 8 11
TC+CC 45 61
Total 74 100

Genotipos para a posicao -786

Figura 8. Distribuicdo genotipica dos voluntarios para a posicao -786 do gene da
eNOS
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Os dados sumarizados na Tabela 2 demonstram que ambos os grupos
apresentam como caracteristica uma populagdo de meia idade, com sobrepeso, e
valores de circunferéncia abdominal dentro dos valores de normalidade, segundo o
National Institutes of Health (1998). Comparando os valores de todos os parametros
analisados (Idade, IMC, CA, PAS e PAD e Atividade Fisica em mets.min.d™"), ndo
verificamos diferenca estatisticamente significativa entre os gendétipos TT e TC+CC.

Tabela 2. Parametros antropométricos, cardiovasculares e valores de atividade
fisica em adultos segundo os genoétipos para a posicao -786 do gene da eNOS.

Genotipos

Parametros TT (n= 29) TC+CC (n= 45) P

ldade 53,62 £1,99 55,62+1,20 0,36
IMC (Kg/m?) 26,36+0,60 25,73+0,50 0,42
CA (cm) 88,86+1,76 88,26+1,21 0,77
PAS (mmHg) 118,59+3,13 114,66+2,21 0,29
PAD (mmHg) 76,89+1,64 75,31£1,49 0,49
Atividade Fisica (mets.min.d™) 897,39196,30 959,40+84,55 0,63

Valores descritos em médiaterro-padrao da média.
IMC: Indice de Massa Corpérea; CA: Circunferéncia Abdominal; PAS: Pressao Arterial Sistélica;
PAD: Pressao Arterial Diastélica

Comparando os genétipos para a posicao -786C do gene da eNOS quanto ao
nivel de atividade fisica, mais ativo e menos ativo, obteve-se diferenca
estatisticamente significativa para circunferéncia abdominal e pressao arterial

diastélica no gendtipo TT. Os dados sao apresentados na Tabela 3:
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Tabela 3. Parametros antropométricos e cardiovasculares em adultos segundo os
niveis de atividade fisica para os gendtipos da posicdo -786 do gene da eNOS.
Comparacéo intra-genétipo: mais ativo e menos ativo.

Genaétipo
1T TC+CC
. . Menos . . .
. Mais Ativo . Mais Ativo Menos Ativo
Parametros Ativo
(n=8) (n=1 7) (n=28)
(n=21)
ldade 55,8842  52,76+2,27 57,47+1,47 54,50+1,7
IMC (Kg/m?) 25,17+1,28 26,81+0,66 25,54+1,03 25,84+0,52
CA (cm) 82,18+3,44 91,4+1,81* 87,7+2,15 88,6+1,46
PAS (mmHg) 115,0846,4 119,92+3,6 114,34+4,31 114,85+2,48
PAD (mmHg) 70,8+13,5 79,1+1,6*  72,33+2,81 77,12+1,64

Valores descritos em médiaterro-padrao da média.

IMC: Indice de Massa Corpérea; CA: Circunferéncia Abdominal; PAS: Pressao Arterial Sistélica;
PAD: Presséao Arterial Diastdlica.

*, estatisticamente diferente intra-genétipo, mais ativo comparado ao menos ativo.
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5.2 Analise dos dados pelo genétipo da posicao -786 associado a
hipertensao arterial:

Os grupos do gendtipo para a -786 do gene da eNOS foram subdivididos em:
Grupo Normotenso (NT) — n= 48 (65%) — figura 9A.
Grupo Hipertenso (HT) — n= 26 (35%) — figura 9B.

Tabela 4. Caracterizagdo dos voluntarios quanto ao seu genétipo para a posicao -
786 do gene da eNOS dentro do grupo normotenso e hipertenso.

Numero de voluntarios (Frequéncia genotipica em %)

Genétipos Normotensos Hipertensos
TT 18 (37,5%) 11 (42,3%)
TC+CC 30 (62,5%) 15 (57,7%)
Total 48 (100%) 26 (100%)

Genotipos para a posicao -
786 Normotensos

T
18

Genotipos para a posicao
-786 Hipertenso

T
11

B

Figura 9. Distribuicdo genotipica dos voluntarios para a posicdo -786 do gene da
eNOS para normotensos (A) e hipertensos (B).
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Comparando todos os parametros intra-genétipos para o grupo normotenso e
hipertenso como mostram as Tabelas 5 e 6, respectivamente, ndo foi observado

diferenca estatisticamente significativa entre eles.

Tabela 5. Parametros antropométricos, cardiovasculares e valores de atividade
fisica em adultos segundo os gendtipos para a posicao -786 do gene da eNOS no
grupo normotenso (NT).

Genotipos (NT)
Parametros TT (n= 18) TC+CC (n=30) P
0,17
Idade 50,8+2,1 54+1,3
» 26,02+0,61 25,42+0,48 0,45
IMC (Kg/m")
88,08+2,32 87,81+1,33 0,91
CA (cm)
111,2612,6 110,41+2,23 0,81
PAS (mmHg)
75,81+1,65 71,88+1,68 0,12
PAD (mmHg)
Atividade Fisica (mets.min.d™) 881,58+113,57 900,68+92,95 0,89

Valores descritos em médiaterro-padrdo da média.
IMC: Indice de Massa Corporea; CA: Circunferéncia Abdominal; PAS: Presséo Arterial Sistoélica;
PAD: Pressao Arterial Diastdlica.
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Tabela 6. Parametros antropométricos, cardiovasculares e valores de atividade
fisica em adultos segundo os genotipos para a posicao -786 do gene da eNOS no
grupo hipertenso (HT).

Genoétipos (HT)

Parametros TT (n= 11) TC+CC (n=15) P

Idade 58,18 £3,65 58,7312,35 0,89
IMC (Kg/m?) 26,92+1,25 26,33+1,18 0,73
CA (cm) 90,13+2,78 89,16+2,51 0,80
PAS (mmHg) 130,5615,38 123,1614,23 0,28
PAD (mmHg) 78,66+3,42 82,17+2,06 0,36
Atividade Fisica (mets.min.d™) 923,26+180,19 1076,84+173,60 0,55

Valores descritos em médiaterro-padrdo da média.
IMC: Indice de Massa Corporea; CA: Circunferéncia Abdominal; PAS: Presséo Arterial Sistolica;
PAD: Pressao Arterial Diastdlica.
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Foram comparados os genétipos quanto ao nivel de atividade fisica dentro do

grupo normotenso e hipertenso (tabela 7 e 8). Verificamos diferenca estatisticamente

significativa na PAD do gendtipo TC+CC entre o grupo mais ativo e menos ativo do

grupo normotenso, sendo que 0 grupo mais ativo apresentou uma PAD menor. O

mesmo resultado foi encontrado para hipertensos, porém o genétipo que apresentou

essa diferenca foi o TT. Dados estdo sumarizados nas tabelas 7 e 8.

Tabela 7. Parametros antropométricos e cardiovasculares em adultos segundo os
genotipos para a posicao -786 do gene da eNOS e seu nivel de atividade fisica no
grupo normotenso (NT). Comparacéo intra-gendtipos, mais ativo e menos ativo.

Genotipo (NT)
TT TC+CC
) Mais Ativo Menos Mais Ativo Menos
Parametros ] ]

(n=4) Ativo (n=14) (n=12) Ativo (n=18)
ldade 52,75+#5,02  50,29+2,41  56,33+1,49 52,56+1,9
IMC (Kg/m?) 26,29+2,09  25,94+0,59  24,86+0,91 25,8+0,51
CA (cm) 80,37+6,04 90,28+2,23  87,37+2,00 88,11+1,82
PAS (mmHg) 110,41+7,01 111,51+299 107,4+3,09 112,4+3,08
PAD (mmHg) 72,545,11 76,76+1,60  67,8+2,86" 74,5+1,86

Valores descritos em médiaterro-padrao da média.

IMC: indice de Massa Corpérea; CA: Circunferéncia Abdominal; PAS: Pressdo Arterial

Sistdlica;
PAD: Pressao Arterial Diastdlica.

*, estatisticamente diferente intra genoétipo, mais ativo comparado ao menos ativo.
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Tabela 8. Parametros antropométricos e cardiovasculares em adultos segundo os
genotipos para a posicao -786 do gene da eNOS e seu nivel de atividade fisica no
grupo hipertenso (HT). Comparacao intra-genétipos, mais ativo e menos ativo.

Genotipo (HT)
T TC+CC
. Mais Ativo Menos Mais Ativo Menos
Parametros ] ]

(n=4) Ativo (n=7) (n=5) Ativo (n=10)
ldade 5947,13 57,71+4,51 60,2+3,51 58+3,17
IMC (Kg/m?) 24,05+1,57  28,56+1,47 27,15#2,85  25,92+1,18
CA (cm) 84+4,06 93,64+3,16 88,5+6,03 89,5+2,58
PAS (mmHg) 119,75+11,49 136,75+4,53 131,00+9,58 119,25+4,03
PAD (mmHg) 69,25+5,48  84,04+2,97*  83,13%3,5 81,7+2,67

Valores descritos em médiaterro-padrao da média.

IMC: Indice de Massa Corpérea; CA: Circunferéncia Abdominal; PAS: Pressao Arterial Sistélica;
PAD: Presséao Arterial Diastdlica.

*, estatisticamente diferente intra genoétipo, mais ativo comparado ao menos ativo.

Foi feita a Correlagdo de Pearson entre pressao arterial e valores de atividade
fisica em mets.min.d’: e houve correlacdo apenas para o grupo TT, tanto para
normotensos quanto para hipertensos (r= -0,53, p<0,05 e r= -0,59, p<0,05
respectivamente).

Através da andlise pelo teste Qui-quadradado, foi demonstrado que nao ha
associacao entre o polimorfismo da posicdo -786 com a patologia hipertensao
arterial, seja ele isolado (sem divisdo por patologia) ou dentro do grupo normotenso

e hipertenso. O mesmo se repete para o intron 4.
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5.3 Anadlise dos dados somente pelo genétipo do intron 4 do gene da
eNOS:

As frequéncias genotipicas para o Intron 4 do gene da eNOS estio
apresentadas na tabela 9. Para uma melhor andlise estatistica, os genotipos foram
divididos em dois grupos: nao polimérfico (4b/b) e polimérfico em que o gendtipo
4a/b foi agrupado ao gendtipo 4a/a formando o grupo 4a/b+4a/a. Os dados estao
ilustrados na figura 10.

Tabela 9. Caracterizagdo dos voluntarios quanto ao seu gendtipo para o intron 4.

Gendtipos Numero de voluntarios (n) %
4b/b 55 74,3
4a/b 18 24 4
4a/a 1 1,3

4a/b + 4a/a 19 25,7
Total 74 100

Genotipos para o intron 4

da/a
1

Figura 10. Distribuicdo genotipica dos voluntérios para o intron 4 do gene da eNOS.
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Os dados sumarizados na Tabela 10 mostram que ambos 0s grupos
apresentam como caracteristica uma populagdo de meia idade, com sobrepeso, e
valores de circunferéncia abdominal dentro dos valores de normalidade.
Comparando os valores de todos os parametros analisados (Idade, IMC, CA, PAS e
PAD e atividade fisica em mets.min.d”), verificamos diferenca estatisticamente
significativa entre os genotipos 4b/b e 4a/a + 4a/b para os valores de atividade fisica.

Tabela 10. Parametros antropométricos, cardiovasculares e valores de atividade
fisica em adultos segundo os genoétipos para o Intron 4 do gene da eNOS.

Genétipos

Parametros 4b/b (n= 55) 4a/a + 4a/b (n=19) P

54,27+1,25 56,47+2,06 0,37
Idade

» 26,10+0,47 25,61+0,63 0,58

IMC (Kg/m®)

88,95+1,20 87,18+1,76 0,44
CA (cm)

115,53+2,19 118,14+3,23 0,53
PAS (mmHg)

75,86+1,24 76,1412 44 0,91
PAD (mmHg)
Atividade Fisica (mets.min.d™) 1006,57+77,39 728,18+400,26* 0,04

Valores descritos em médiaterro-padrao da média.

IMC: Indice de Massa Corpérea; CA: Circunferéncia Abdominal; PAS: Presséo Arterial Sistélica;
PAD: Pressao Arterial Diastélica.

*, estatisticamente diferente intra gendtipo.
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Foram feitos testes para verificar a ocorréncia, dentro dos dois gendtipos, de
correlacdo entre pressdo arterial e valores de atividade fisica em mets.min.d™ e
possivel associacao entre a hipertensao arterial e o fato do individuo ser ativo ou
inativo. Nao foi encontrada correlacdo e nem associacao entre essas variaveis.

Comparando os genétipos quanto ao nivel de atividade fisica: mais ativo e
menos ativo, observou-se significancia apenas para e PAD do grupo polimérfico 4a/a

+ 4a/b, sumarizado na tabela 11.

Tabela 11. Parametros antropomeétricos e cardiovasculares em adultos segundo os
genodtipos para o Intron 4 e seu nivel de atividade fisica. Comparagao intra-
genotipos, mais ativo e menos ativo.

Genotipo
4b/b 4a/a + 4a/b
) Mais Ativo Menos Mais Ativo Menos
Parametros ] .

(n=21) Ativo (n=34) (n=4) Ativo (n=15)
ldade 56,48+1,9 52,91+1,62  59,5#1,93  55,67+2,55
IMC (Kg/m?) 25,8+0,9 26,29+0,53 23,41+1,29  26,2+0,65
CA (cm) 86,66+2,09  90,36+1,43  82,12+3,77  88,53+1,9
PAS (mmHg) 115,01+4,17 115,84+2,48 112,29+2,34 119,7+3,99
PAD (mmHg) 72,98+2,34  77,64+1,34 66,00+5,71* 78,84+2,31

Valores descritos em médiaterro-padrao da média.

IMC: Indice de Massa Corpérea; CA: Circunferéncia Abdominal; PAS: Presséo Arterial Sistélica;
PAD: Presséao Arterial Diastélica.

*, estatisticamente diferente intra-genétipo, mais ativo comparado ao menos ativo.
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Os gendtipos do intron 4 do gene da eNOS, foram subdividos (tabela 12) em:

Grupo Normotenso (NT) — n= 48

(65%) — figura 11A

Grupo Hipertenso (HT) — n= 26 (35%) — figura 11B

Tabela 12. Caracterizacao dos voluntarios quanto ao seu gendtipo para o intron 4
dentro do grupo normotenso e hipertenso.

Numero de voluntarios

Genétipos Normotensos Hipertensos
4b/b 36 (75%) 19 (73%)

4a/a + 4a/b 12 (25%) 7 (27%)
Total 48 (100%) 26 (100%)

Genétipos para o int
Normotensos

da/h+4a/a
12

ron 4

Genotipos para o intron 4
Hipertensos

dafa+da/b
7

Figura 11. Distribuicdo genotipica dos voluntarios para o intron 4 do gene da eNOS
para normotensos (A) e hipertensos (B).
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Foram comparados os genétipos quanto ao nivel de atividade fisica dentro do
grupo normotenso e hipertenso, em que néo se verificou diferenga estatisticamente

significativa entre os parametros. Dados estdo sumarizados nas tabelas 13 e 14.

Tabela 13. Parametros antropométricos, cardiovasculares e valores de atividade
fisica em adultos segundo os gendétipos para o Intron 4 do gene da eNOS no grupo
normotenso (NT).

Genotipos (NT)

Parametros 4b/b (n=36) 4a/a + 4a/b (n=12) P

Idade 52,69+1,37 53,33+2,19 0,81
IMC (Kg/m?) 25,86+0,63 25,58+0,46 0,74
CA (cm) 88,19+1,48 87,08+1,8 0,69
PAS (mmHg) 110,38+2,07 111,79+2,98 0,72
PAD (mmHg) 73,55+1,36 72,77+2,93 0,79
Atividade Fisica (mets.min.d™) 952,45184,64 716,71£121,26 0,15

Valores descritos em médiaterro-padrao da média.
IMC: Indice de Massa Corpérea; CA: Circunferéncia Abdominal; PAS: Presséo Arterial Sistélica;
PAD: Pressao Arterial Diastélica.



40

Tabela 14. Parametros antropométricos, cardiovasculares e valores de atividade
fisica em adultos segundo os gendétipos para o Intron 4 do gene da eNOS no grupo
hipertenso (HT).

Genoétipos (HT)
Parametros 4b/b (n=19) 4a/a + 4a/b (n=7) p
57,26+2,43 61,86+3,46 0,32
Idade
» 27,1+1,04 25,17+1,39 0,32
IMC (Kg/m")
90,39+2,1 87,35+3,8 0,47
CA (cm)
125,28+4,23 129,03+5,09 0,63
PAS (mmHg)
80,24+2,24 81,9+3,55 0,70
PAD (mmHg)
Atividade Fisica (mets.min.d™) 1109,13+157,13 747,85+149,48 0,20

Valores descritos em médiaterro-padrao da média.
IMC: Indice de Massa Corpérea; CA: Circunferéncia Abdominal; PAS: Presséo Arterial Sistélica;
PAD: Pressao Arterial Diastélica.
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Comparando os genétipos quanto ao nivel de atividade fisica: mais ativo e
menos ativo no grupo normotenso e hipertenso, obteve-se diferenca
estatisticamente significativa apenas para PAD dos gendtipos 4a/a + 4a/b do grupo
normotenso, sumarizado na tabela 15. Com relacdo ao grupo hipertenso nao
observou-se diferenga  estatisticamente significativa entre os parametros do
gendtipo ndo polimorfico, sumarizados na tabela 16. Nao foi feita a analise
estatistica do genétipo polimérfico do grupo hipertenso devido o grupo mais ativo

apresentar um n=1.

Tabela 15. Parametros antropométricos e cardiovasculares em adultos segundo os
gendtipos para o Intron 4 do gene da eNOS e seu nivel de atividade fisica no grupo
normotenso (NT). Comparacéo intra-genétipos, mais ativo e menos ativo.

Genotipo
4b/b 4a/a + 4a/b
) Mais Ativo Menos Mais Ativo Menos
Parametros . .

(n=13) Ativo (n=23) (n=3) Ativo (n=9)
ldade 54,38+1,82 51,74+1,88 60+2,64 51,11£24
IMC (Kg/m?) 25,49+0,97 25,62+0,48 24,03+1,6 26,48+0,57
CA (cm) 85,7715,58 89,56+1,77 85+3,46 87,77+2,18
PAS (mmHg) 107,41£3,38 112,05£2,6 111,38%£3,05 111,92+3,94
PAD (mmHg) 70,51+£2,61 75,2611,47 62,4416,32* 76,2212,56

Valores descritos em médiaterro-padrdo da média.
IMC: Indice de Massa Corporea; CA: Circunferéncia Abdominal; PAS: Pressao Arterial Sistolica;
PAD: Presséo Arterial Diastdlica.
*, estatisticamente diferente intra-genétipo, mais ativo comparado ao menos ativo.
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Tabela 16. Parametros antropométricos e cardiovasculares em adultos segundo os
gendtipos para o Intron 4 do gene da eNOS e seu nivel de atividade fisica no grupo
hipertenso (HT). Comparacéo intra-genétipos, mais ativo e menos ativo.

Genoétipos (HT)
4b/b 4a/a + 4a/b
. Mais Ativo Menos Mais Ativo Menos
Parametros ] ]

(n=8) Ativo (n=11) (n=1) Ativo (n=6)
ldade 59,88+3,91 55,36+3,12 58 62,5+4,02
IMC (Kg/m?) 26,30+1,85  27,68+1,23 21,54 25,78+1,48
CA (cm) 88,12+3,73  92,04+2,45 73,5 89,66+3,68
PAS (mmHg) 127,37+7,98 123,77+4,76 115 131,3745,35
PAD (mmHg) 77+4,3 82,6+2,22 76,66 82,77+4,07

Valores descritos em médiaterro-padrao da média.

IMC: indice de Massa Corporea; CA: Circunferéncia Abdominal; PAS:

PAD: Pressao Arterial Diastodlica.

Pressao Arterial Sistélica;
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5.5 Analise dos dados pela interacao dos genoétipos da posicao -786 com
os do intron 4:

Os grupos foram divididos em nao-polimérficos para a posicéo -786 e intron 4
(TT+4b/b), com apenas 01 polimorfismo para as posicdes (TT - 4a/b+4a/a; TC+CC -
4b/b) e com o polimorfismo para ambas as posi¢cdes (TC+CC - 4a/b+4a/a) (tabela
17). Os dados estao ilustrados na figura 11.

Tabela 17. Caracterizagdo dos voluntarios quanto ao seu genétipo para a posi¢ao -
786 e Intron 4 do gene da eNOS.

] o Frequéncia
. Numero de voluntarios L
Genotipos ) genotipica
n
(%)
TT-4b/b 26 35
TT-4a/b+4a/a; TC+CC-4b/b 32 43
TC+CC-4a/b+4a/a 16 22
Total 74 100

Interacdo dos genodtipos para -786 e intron 4

B TT-4b/b M TT-4a/b+da/a; TC+CC-4b/b TC+CC-4a/b+4a/a

Figura 12. Distribuicdo genotipica dos voluntarios para a interacdo -786 e intron 4
do gene da eNOS. A cor azul representa individuos sem a presenca de
polimorfismo, a cor verde representa individuos com a presenca de ambos o0s
polimorfismos, e a cor vermelha, representa individuos com a presenca de pelo
menos um polimorfismo.
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Os dados que estdo sumarizados na tabela 18 mostram que ambos os grupos
apresentam como caracteristica uma populagdo de meia idade, com sobrepeso, e
valores de circunferéncia abdominal dentro dos valores de normalidade.
Comparando os valores de todos os parametros analisados (Idade, IMC, CA, PAS e
PAD e atividade fisica em mets.min.d”), ndo verificamos diferenca estatisticamente
significativa entre os genotipos.

Tabela 18. Parametros antropométricos, cardiovasculares e valores de atividade
fisica em adultos segundo os genoétipos para a posicao -786 e intron 4.

Genotipos
. TT-4b/b TT-4a/b+4a/a; TC+CC- TC+CC-
Parametros
(n = 26) 4b/b (n =32) 4a/b+4a/a (n=16)

Idade 53,31+2,06 55,25+1,5 56,5+2,08 0,52
IMC (Kg/m"’) 26,14+0,64 26,27+0,65 25,11+0,64 0,50
CA (cm) 88,69+1,92 89,29+1,44 86,59+1,93 0,59
PAS (mmHg) 116,91+3,17 116,05+3,06 115,34+2,95 0,95
PAD (mmHg) 75,83+1,69 76,84+1,76 74,27+2,62 0,68

Atividade Fisica

_ 931,57+£105,42 1029,50+104,80 752,01+108,26 0,25
]
(mets.min.d™)

Valores descritos em médiaterro-padrao da média.
IMC: Indice de Massa Corpérea; CA: Circunferéncia Abdominal; PAS: Presséo Arterial Sistélica;
PAD: Pressao Arterial Diastélica.
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Quando se comparou 0s gendétipos quanto ao nivel de atividade fisica: mais
ativo e menos ativo, observou-se diferenga estatisticamente significativa somente no
genodtipo TT - 4b/b, o qual apresentou menor CA e PAD para o grupo mais ativo
quando comparado com o0 menos ativo (tabela 19).

Tabela 19. Parametros antropometricos e cardiovasculares em adultos segundo os
gendtipos para a posigao -786 e Intron 4 e seu nivel de atividade fisica. Comparagéo
intra-gendtipos, mais ativo e menos ativo.

Genétipos
TT-4a/b+4ala;
TT -4b/b TC+CC-4a/b+4a/a
TC+CC-4b/b
Mais Menos Mais Menos Mais Menos
Parametros Ativo Ativo Ativo Ativo Ativo Ativo

(n=8)  (n=18)  (n=13)  (n=19) (n=4) (n=12)

ldade 50,8+4,2 52,123 56,8+1,8 54,122 59,643,8 55,5+2,6

IMC (Kg/m?) 252+1,2 26,6:0,7 26,2+1,2 26,3t0,7 23,4+1,2 257+0,6

CA (cm) 82,2+3,4 91,6+2,0* 89,4+24 89,2+1,8 82,1+3,7 88,1+2,17

PAS (mmHg) 115+6,4 117,7+6,7 114,956 116,7+3,5 112,3+2,3 116,3+3,8

PAD (mmHg) 70,8+3,5 78,0+1,7* 74,3+3,1 78,6%2,0 66+5,7 77+2,6

Valores descritos em médiaterro-padrdo da média.

IMC : Indice de Massa Corpérea; CA: Circunferéncia Abdominal; PAS: Pressdo Arterial Sistdlica;
PAD: Presséo Arterial Diastdlica.

*, estatisticamente diferente intra-genétipo, mais ativo comparado ao menos ativo.
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5.6 Analise dos dados pela interacao dos gendétipos da posicao -786 com
os do intron 4 associados a hipertensao arterial:

Podemos observar que a presenca ou nédo do polimorfismo para o gene da
eNOS na posicdo -786C e/ou para o Intron 4 ndo apresenta diferenca entre os
grupos normotensos e hipertensos, em termos percentuais (tabela 20). Os dados
estéo ilustrados na figura 13.

Tabela 20. Caracterizagdo dos voluntarios quanto ao seu gendétipo para a posi¢cao -
786 e intron 4 do gene da eNOS no grupo normotenso e hipertenso.

Numero de voluntarios

Gendtipos Normotensos Hipertensos
TT -4b/b 17 (35,4%) 9 (34,6%)
TT-4a/b+4a/a; TC+CC-
20 (41,6%) 12 (46,1%)
4b/b
TC+CC-4a/b+4a/a 11 (23%) 5(19,3%)

Total 48 (100%) 26 (100%)
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Interacdo entre gendtipos para -786 e intron
4 - Normotenso

ETT-4b/b  WTT-4a/b+4a/a; TC+CC-4b/b  mTC+CC-4a/b+da/a

A
Interacdo entre gendtipos para -786 e intron
4 - Hipertenso
ETT-4b/b  WTT-4a/b+4a/a; TC+CC-4b/b  mTC+CC-4a/b+da/a
B

Figura 13. Distribuicido genotipica dos voluntarios para a interacdo -786 e intron 4
do gene da eNOS para normotenso (A) e hipertenso (B). A cor azul representa
individuos sem a presenca de polimorfismo, a cor verde representa individuos com a
presenca de ambos os polimorfismos, e a cor vermelha, representa individuos com a
presenca de pelo menos 01 polimorfismo.
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Comparando todos os parametros intra-genétipos no grupo normotenso e
hipertenso, nao houve nenhuma diferenca estatisticamente significativa entre eles, o
que demonstra homogeneidade da amostra. Os dados estdo sumarizados nas
tabelas 21 e 22.

Tabela 21. Parametros antropométricos, cardiovasculares e valores de atividade
fisica em adultos segundo os genoétipos para a posicao -786 e intron 4 do gene da
eNOS no grupo normotenso (NT).

Genotipos (NT)
TC+CC-
. TT - 4b/b TT - 4a/b+4a/a;
Parametros 4a/b+4al/a o]
(n=17) TC+CC - 4b/b (n= 20)
(n= 11)
Idade 51,35+2,18 53,30+1,73 54,362,112 0,60
IMC (Kg/m?) 26,05%0,65 25,17+0,61 25,89+0,69 0,57
CA (cm) 88,47+2,42 87,62+1,79 87,59+1,9 0,94
PAS (mmHg) 111,08+2,85 109,97+2,89 111,56+£3,26 0,93
PAD (mmHg) 75,47+1,72 72,32+£1,99 71,96+3,09 0,46
Atividade
Fisica 897,84+119,22 981,5+117,13 726,86+132,36 0,39

(mets.min.d™)

Valores descritos em médiaterro-padrao da média.
IMC : Indice de Massa Corpérea; CA: Circunferéncia Abdominal; PAS: Presséo Arterial Sistdlica;
PAD: Pressao Arterial Diastélica.
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Tabela 22. Parametros antropométricos, cardiovasculares e valores de atividade
fisica em adultos segundo os gendtipos para a posicao -786 e Intron 4 do gene da
eNOS no grupo hipertenso (HT).

Genétipos (HT)

TT-4a/b+4a/a; TC+CC-
Parametros TT -4b/b (n = 9) p
TC+CC-4b/b (n=12) 4a/b+4a/a (n=5)

Idade 57+4,23 58,5+4,62 61,24437 0,77
IMC (Kg/m?) 26,32+1,46 28,09+1,26 23,4+111 0,12
CA (cm) 89,11+3,31 92,08+2,33 84,4483 0,31
PAS (mmHg) 127,92+6,09 126,1745,6 123,664,58 0,91
PAD (mmHg) 76,513,83 84,38+1,89 79,33+452 0,16

Atividade Fisica

i 995,29+214,13 1109,51+205,22 807,34+207,72 0,68
(mets.min.d™’)

Valores descritos em médiaterro-padrdo da média.
IMC : Indice de Massa Corpérea; CA: Circunferéncia Abdominal; PAS: Presséo Arterial Sistélica;
PAD: Presséao Arterial Diastélica.

Comparando os gendtipos quanto ao nivel de atividade fisica dentro do grupo
normotenso € hipertenso, verificou-se para o grupo normotenso diferenca
estatisticamente significativa somente para os valores de PAD do gendtipo
totalmente polimérfico (TC+CC-4a/b+4a/a) comparando-se 0 grupo mais ativo e o
menos ativo.

Observamos que o grupo mais ativo apresentou menor valor de PAD. Ja para
0 grupo hipertenso nao houve diferenga estatisticamente significativa entre os
grupos TT- 4b/b e TT-4a/b+4a/a; TC+CC-4b/b. O grupo TC+CC-4a/b+4a/a nao foi
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analisado estatisticamente devido ao grupo ativo apresentar apenas um voluntario.

Os dados estdo sumarizados nas tabelas 23 e 24.

Tabela 23. Parametros antropométricos e cardiovasculares em adultos segundo os
gendtipos para a posi¢ao -786 e intron 4 do gene da eNOS e seu nivel de atividade
fisica no grupo normotenso (NT). Comparacéo intra-genétipos, mais ativo e menos
ativo.

Genotipos (NT)
TT-4a/b+4a/a;
TT-4b/b TC+CC-4a/b+4a/a
TC+CC-4b/b
Mais Menos Mais Menos Mais Menos
Parametros Ativo Ativo Ativo Ativo Ativo Ativo
(n=4) (n=13) (n=9) (n=11) (n=3) (n=8)
Idade 52,7450 50,9+25 55,1+1,6 51,8+2,8 60+2.6 52,2+2.4

IMC (Kg/mz) 26,3+2,0  25,9+0,6 25,1+1,1 25,2+0,7 24+1,6 26,6+0,6

CA (cm) 80,416,0 90,9+2,3 88,124  87,242,6 85+3,4 88,5+2,3

PAS (mmHg) 110,47 111,3#3,2 106,0+3,9 113,144,0 111,430 111,6%4,4

PAD (mmHg) 75,5+5,1 76,38+1,7 69,62+3,1 74,53+2,4 62,44+6,3* 75,54+2,8

Valores descritos em médiaterro-padrdo da média.

IMC : Indice de Massa Corpérea; CA: Circunferéncia Abdominal; PAS: Pressdo Arterial Sistdlica;
PAD: Presséo Arterial Diastdlica.

*, estatisticamente diferente intra genoétipo, mais ativo comparado ao menos ativo.
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Tabela 24. Parametros antropometricos e cardiovasculares em adultos segundo os
gendtipos para a posi¢ao -786 e Intron 4 do gene da eNOS e seu nivel de atividade
fisica no grupo TC+CC-4a/b+4a/a hipertenso (HT). Comparacéo intra-grupos, mais
ativo e menos ativo.

Genoétipos (HT)
TT-4a/b+4a/a;
TT-4b/b TC+CC-4a/b+4a/a
TC+CC-4b/b

Mais Menos Mais Menos Mais Menos
Parametros Ativo Ativo Ativo Ativo Ativo Ativo

(n=4) (n=5) (n=4) (n=8)  (n=1)  (n=4)
Idade 59+7.1 55,4457 60,7145 57,4+3,4 58 62+5,5

IMC (Kg/mz) 24,0+1,6 28,1+2,0 28,5+3,2 27,8+1,2 21,5 23,8+1,3

CA (cm) 84+4,0 93,2+4,5 92,2+6,1 92+2,2 73,5 87,1+5,1

PAS (mmHg) 119,711,565 134,4645,5 135+11,2 121,76%6,2 115 125,8345,2

PAD (mmHg) 69,2555 82,33+3,9 84,75+4  842+22 766 80158

Valores descritos em médiaterro-padrao da média.

IMC : indice de Massa Corpérea; CA: Circunferéncia Abdominal; PAS: Pressao Arterial Sistélica;
PAD: Presséo Arterial Diastdlica.



5.7 Sumario dos resultados

Genotipos para a posicao -786 do gene da eNOS:

GERAL GERAL
Mais ativo J PAD —
Mais ativo ! CA —
Subgrupo Subgrupo
Mais ativo (HT) { PAD Mais ativo NT { PAD

Genotipos do intron 4 do gene da eNOS:

GERAL GERAL
— | — Mais ativo | ! PAD
Subgrupo Subgrupo
— — Mais ativo - NT J PAD

Interacdo dos genétipos da posicdo -786 com os do intron 4 do gene da
eNOS:

GERAL GERAL
Mais ativo 4 PAD — —
Mais ativo d CA
Subgrupo Subgrupo

S — Mais ativo NT J PAD
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6. DISCUSSAO

Ainda ha muita discussdo sobre a associacdo ou nao do polimorfismo da
eNOS com a hipertensdo arterial. Estudos demonstram associag¢ao positiva entre a
incidéncia de hipertensdo arterial e a presenca de polimorfismo para o gene da
eNOS na posicdo -786 (HYNDMAN et al., 2002) e para o intron 4 (UWABO et al.,
1998; YOKOYAMA et al.,, 2000; PULKKINEN et al., 2000). Além disso, estudos
avaliando a reatividade vascular, verificaram que individuos com polimorfismo para o
gene da eNOS para a posicao -786 apresentam reducao da resposta vasodilatadora
dependente do endotélio (ROSSI et al., 2003). Em nosso estudo ndo foi encontrada
associacao entre a incidéncia de hipertensao arterial e a presenga de polimorfismo
para o gene da eNOS, tanto para a posicdo -786 quanto para o intron 4. Estes
dados reforcam resultados anteriores obtidos para outras populagdes,
principalmente a japonesa (MIYAMOTO et al., 1998; KAJIYAMA et al.; 2000; SHOJI
et al., 2000; TSUJITA et al., 2001) e caucasianos (BENJAFIELD & MORRIS, 2000).

Diversos trabalhos associam uma diminuicdo da pressao arterial em vista do
exercicio fisico e mostram que quanto maior for seu nivel de atividade fisica menor
serdo suas chances de desenvolver uma doenca cardiovascular. Os mecanismos
pelos quais ocorre reducao da pressao arterial em resposta a atividade fisica sao
multiplos e complexos. Acredita-se que a liberagdo de substancias vasodilatadoras
pelas células endoteliais € um dos principais mecanismos da hipotensdo apds
exercicio fisico. De fato, o0 aumento do fluxo sanguineo através do shear stress € um
poderoso estimulo para a liberagdo do NO pelas células endoteliais (ZANESCO &
ANTUNES, 2007). Além disso, estudos mostram que a presenca de polimorfismo da
eNOS na posicdo -786 e intron 4 provoca redugéo na producdo de NO (MYAMOTO
et al, 2000; TSUKADA et al., 1998).

Relacionado aos polimorfismos da posicdo -786 e intron 4 da eNOS com a
atividade fisica, apenas um trabalho foi publicado, em que foi demonstrado uma
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associacao benéfica da atividade fisica com uma menor pressao arterial no grupo
polimérfico apenas para o intron 4 com médio ou alto nivel de atividade fisica
igualando a pressao sistdlica do grupo nao-polimérfico em populacdo japonesa
(KIMURA et.al, 2003). Além disso, trabalho prévio mostrou que a presenca de
polimorfismo para o gene da eNOS poderia afetar os efeitos benéficos produzidos
pelo treinamento fisico em mulheres, uma vez que a producdao do NO poderia estar
prejudicada (DATA et al., 2003). Apesar de 0 nosso estudo ser transversal quanto a
atividade fisica desenvolvida, podemos notar que o nivel de atividade fisica dos
individuos analisados foi diretamente associado a menor valor de circunferéncia
abdominal e de pressado arterial diastolica. No entanto, quando avaliamos a
influéncia da genética sobre os valores de pressao arterial e o nivel de atividade
fisica, ndo encontramos nenhuma correlacdo em ambas as posicoes.

Quando avaliamos a interagdo dos genétipos para a posicdo -786 e intron 4
podemos novamente observar que os individuos mais ativos possuem menores
valores de pressao arterial, mas nao foi genétipo-dependente. A interagdo entre os
dois gendtipos polimérficos ndo afetou os valores de pressao arterial quando
comparada com os genotipos individualizados.
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7. CONCLUSOES

Nosso estudo mostra que nado existe relacdo entre a presenca de
polimorfismos da eNOS e a prevaléncia de hipertensdo arterial na populacédo
estudada, tanto para a posicdo -786, quanto para o intron 4, bem como quando
associamos os dois polimorfismos. Por outro lado, o maior nivel de atividade fisica
mostrou ser benéfica para o sistema cardiovascular e melhora dos valores de
circunferéncia abdominal, um importante fator de risco para a sindrome metabdlica,

independente do gendtipo.
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ANEXO 1. Parecer do Comité de Etica
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ANEXO 2. Questionario de Leisure-Time Physical Activity Questionnaire (TAYLOR,
et al., 1978)



Tabela de Atividades Fisicas

Academia Esportes
1 Circuito 1 | Futebol americano
2 Exercicio em clube 2 | Golf
3 Alongamento/loga 3 | Ginastica
4 Aerdbica 4 | Handball
5 Hidroginastica 5 |Futebol
6 Musculacéo 6 |Ping-Pong
7 Qutros 7 |Tai-chi
8 |Ténis em dupla
Bicicleta 9 | Ténis sozinho
10 |Volei (jogo i comp)
1 <16 Km/h 11 |Volei
>16 Km/h
2 (Quanto?) 12 |Basquete sem jogo
3 Ergométrica 13 | Basquete com jogo
14 | Bilhar
Danca 15 | Boliche
16 |Boxe
1 Ballet, Jazz 17 | Ensinar futebol, etc
2 BodyJam 18 |Natagéo
3 Salao
4 Ventre Caminhada
5 Qutras
1 |Prazer
2 |Marchando
3 |Rapida
4 | Com cachorro
5 |Velocidade?
6 |Para trabalho

64



65

Cédigos utilizados para a analise dos questionarios: Compedium of Physical
Activities: na update of activity codes and MET intensities (AINSWORTH, 2000)

Academia Bicicleta Danca
Cédigo METS Caddigo METS Cadigo METS
02040 8 01010 4 03010 4.8
02060 5.5 01030 8 03015 6.5
02100 2.5 02013 7 03016 8.5
02101 2.2 03021 7
02110 6.0 Natacao 03040 3
02130 3 Cédigo METS
18355 4.0 18240 7.0

Pesca Casa Variados
Cédigo METS Cadigo METS Cadigo METS
04001 3 05010 3.3 09020 2.3

05020 3 09030 1.3

Jardinagem 05021 3.5 09040 1.8

Cédigo METS 05030 3 09060 1.8
08245 4 05041 2.3 09070 1.8
08110 6 05043 3.5 09080 2.0
08120 5.5 05052 2.5 09090 3.0

05148 2.5

Musica 05170 2.5 Corrida
Cédigo METS 05175 4 Cadigo METS
10010 1.8 05181 3 12020 7.0
10020 2.0 05185 2.5 12030 8.0
10050 2.0 05187 4 12050 10
10100 2.5 05190 2.5
10120 2.0 05193 4
10125 3.0 05195 3.5
Esportes | Caminhada |

Cédigo Cédigo METS METS Cadigo METS
15040 17026 5.0 4.0 17026 5.0
15050 17027 6.0 4.0 17027 6.0
15080 17028 8.0 6.0 17028 8.0
15090 17230 6.3 8.0 17230 6.3
15110 17270 4.0 4.0 17270 4.0
15140 4.0 15720 3.0
15230 8.0
15255 4.5
15300 4.0
15320 12
15330 8
15370 4
15430 10
15610 7
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