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RESUMO

Concomitantemente ao crescente niumero de idosos tem se observado o aumento de problemas
de salde, entre os quais, a hipertensdo arterial (HA) se destaca como doenca de maior
prevaléncia na populagdo idosa. Considerando que a variacdo genética tem alta influéncia
sobre o desenvolvimento da HA, pesquisas vem sendo desenvolvidas com o objetivo de
identificar os genes que participam de sua etiologia. Partindo desse pressuposto, alguns
polimorfismos sdo estudados, dentre eles, os polimorfismos do gene da Sintase do Oxido
Nitrico Endotelial (eNOS). Embora a maioria dos estudos demonstre os beneficios
decorrentes da pratica regular de exercicios fisicos para contrapor os efeitos deletérios dos
polimorfismos do gene da eNOS, bem como a producéo de Oxido Nitrico (NO) e controle da
pressdo arterial (PA), ainda é pouco esclarecido o efeito agudo do exercicio fisico sobre tais
variaveis. Desse modo, o objetivo deste estudo foi analisar o efeito agudo do exercicio fisico
na concentracdo de NO e nos valores de PA em idosos com diferentes niveis de
condicionamento fisico (CF) e, também, verificar se os polimorfismos do gene da eNOS
exercem influéncia sobre essas respostas. Apds passarem pelos critérios de elegibilidade, 145
idosos de ambos 0s sexos, com idade entre 60 a 80 anos foram submetidos a avaliagdes
hemodinamicas, antropométricas, bioquimicas, genéticas e fisicas. O protocolo de intervencéo
foi composto por uma caminhada de 40 min (40-60% VO,msx previamente determinado)
realizada em esteira ergomeétrica, com coletas sanguineas nos momentos pré e pds-teste, com
0 objetivo de mensurar a concentracdo plasmatica de nitrito (NO,-), biomarcadores de estresse
oxidativo (TBARS) e medidas de PA nos momentos pré e pos-teste. Foi realizada ANOVA de
duas vias para medidas repetidas com pds-teste de SIDAK para detectar diferenga (p<0,05)
entre os grupos (G1- condicionamento fisico bom; G2- condicionamento fisico fraco) e os
momentos (pré e pdés-caminhada). Posteriormente, foi feita analise de regressdao linear
multivariada para verificar a influéncia dos polimorfismos do gene da eNOS sobre as
respostas de NO,. e PA. Ndo houve diferenca significativa para os valores de NO,. e PAD em
nenhum momento para ambos 0s grupos. Ja para os valores de TBARS, o G2 apresentou um
aumento significativo pds-exercicio fisico (p=0,008). Houve um aumento significativo na
PAS pos-exercicio fisico para os dois grupos (p<0,001). O G2 apresentou maior valor de PAS
no momento pos-exercicio fisico (p=0,038). Os polimorfismos 894G>T e o intron 4 b/a ndo
apresentaram influéncia sobre as respostas de NO,-, TBARS e PA, entretanto, o polimorfismo
-786T>C apresentou influéncia significativa apenas para PA. O gendtipo homozigoto (TT)
apresentou associacao inversa sobre os valores de PAS e PAD, enquanto o heterozigoto (TC)
apresentou associacdo positiva para PAD. Maior nivel de CF também apresentou influéncia
para menor valor de PA. Destaca-se a importancia de se adotar um estilo de vida ativo, visto
gue os idosos com bons niveis de CF tiveram menores valores de PA e estresse oxidativo
imediatamente apos a sessd@o de exercicio fisico, concluindo que a manutencdo de bons niveis
de CF pode ter um efeito protetor para riscos cardiovasculares.

Palavras-chave: Envelhecimento. Hipertenséo arterial. Polimorfismos da eNOS. Exercicio
fisico agudo. Oxido nitrico.



ABSTRACT

Concomitantly with the increasing number of elderly people, it has been observed an increase
of health problems, such as hypertension (HA) which stands out as the most prevalent disease
in older population. Genetic variation has been associated with a high influence on
development of HA, and scientific research has been developed with the objective to identify
the genes that participate in its etiology. Based on this background, some polymorphisms are
studied, such as the polymorphisms of Endothelial Nitric Oxide Synthase gene (eNOS).
Although most studies point to the benefits of regular physical exercise to counteract the
deleterious effects of the polymorphisms of eNOS gene, as well as nitric oxide (NO)
production and blood pressure control (BP), the effect of acute exercise is still poorly
understood. Thus, the purpose of this study was analyze the acute effect of physical exercise
on NO concentration and BP values in elderly with different level of training status (TS) and
also verify the influence of polymorphisms of eNOS gene on these variables. After passing
the ellegibility criteria, 145 elderly men and women, aged 60 to 80 years old, underwent
hemodynamic, anthropometric, biochemical, genetic and physical evaluations. The
intervention protocol consisted of a 40 min walk (40-60% previously determined VOzmax)
performed on a treadmill, with blood collections at the pre and post-test moments, with the
objective of measuring nitrite plasma (NO,.), oxidative stress biomarkers (TBARS) and BP
measurements at the pre and post-test moments. ANOVA Two-way was performed for
repeated measures with pos hoc test SIDAK to control the difference (p <0.05) between
groups (G1 - good TS; G2 - poor TS) and the moments (pre and post-exercise). Subsequently,
a linear multivariate analysis was constructed to verify the influence of polymorphisms eNOS
gene polymorphisms on NO,- and PA responses. There was no significant difference for NO,.
and DBP values at any time for both groups. As for TBARS values, G2 showed significant
increase after physical exercise (p = 0.008). There were significant increase in SBP after
exercise for both groups (p <0.001). And G2 presented higher SBP value after exercise (p =
0.038). Polymorphisms 894G>T e o intron 4 b/a had no influence on NO,.and BP responses.
However, the -786T> C polymorphism had a significant influence on BP. The homozygous
genotype (TT) showed an inverse association with SBP and DBP values, while the
heterozygote (TC) showed a positive association for DBP. Higher TS level also influenced
lower BP. The importance of an active lifestyle is emphasized, since the elderly with good TS
levels had lower BP values and oxidative stress immediately after the exercise session,
concluding that the maintenance of good TS levels may have a protective effect for
cardiovascular risks.

Keywords: Aging. Hypertension. eNOS polymorphisms. Acute physical exercise. Nitric
oxide.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, a longevidade tem sido apontada como uma das transformacdes demograficas
mais significativas do século XXI, caracterizando o envelhecimento como um fenédmeno universal
(ONU, 2012). Nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento vem ocorrendo reducgdo
proporcional da populacdo jovem, enquanto ocorre aumento do numero absoluto de idosos. Este
fendmeno tem se explicado por varios fatores, entre os principais estdo o declinio nas taxas de
natalidade, o aumento na expectativa de vida e a reducdo da mortalidade (LIN et al., 2012).

De acordo com o relatério realizado pelo Fundo de Populacéo das NagGes Unidas (UNFPA),
em 2000 ja havia no mundo mais pessoas com idade igual ou superior a 60 anos comparadas a
criancas menores que 5 anos e, projecdes apontam que até meados de 2050 esse quadro se
acentuard. Pela primeira vez na histéria da humanidade havera mais pessoas desse grupo etério do
que criangas menores que 15 anos (ONU, 2012).

Evidéncias de uma populacdo progressivamente mais idosa repercutem diretamente na
sociedade moderna devido a grande demanda por mudancas estruturais, principalmente aquelas
destinadas a éarea de salde publica. A medida que o nimero de idosos cresce, aumentam
exponencialmente os problemas de saude, entre os quais, a hipertensdo arterial (HA) se destaca
como a doenca de maior prevaléncia na populacdo idosa (CIPULLO et al., 2010; PEREIRA;
BARRETO; PASSOS, 2008).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, a HA é uma doenga que demanda grande
preocupacao dos profissionais da area da salde, pois esta associada as doencas cardiovasculares e
aos acidentes vasculares cerebrais, 0s quais somam a principal causa de morte mundial. A HA afeta
aproximadamente 1 bilhdo de pessoas em todo o mundo, contribuindo para 9,4 milhdes de mortes
por doencas cardiovasculares por ano, sendo considerada um problema de satde publica em ambito
mundial (WHO, 2012). No Brasil, estudos revelaram que a prevaléncia da HA variou entre 22,3% e
43,9% com média de 32,5%, sendo observados valores mais elevados nos grupos de maior idade,
atingindo cerca de 50% dos individuos entre 60 e 69 anos e mais de 70% daqueles acima de 70
anos, o que enfatiza o envelhecimento como um fator alarmante para sua ocorréncia (CLAUDIA B.
CESARINO et al., 2008; ROSARIO et al., 2009; SBH, 2010).

O desenvolvimento da HA ndo ocorre por uma causa isolada, mas por um conjunto de
fatores que podem aumentar a probabilidade de desencadea-la. Sdo conhecidos diversos fatores que
podem contribuir para elevacdo da pressao arterial (PA), tais como, idade, sexo, historico familiar,
estresse, diabetes mellitus, tabagismo, excesso de peso, sedentarismo, consumo excessivo de sal,
alcool e café (CHALMERS et al., 1999). Além desses fatores de riscos, a PA também pode ser uma

caracteristica hereditaria e as estimativas apontam que 15% a 60% dos valores de pressdo arterial
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sistélica e diastolica podem ser atribuidos a fatores genéticos (NORTON; BROOKSBANK;
WOODIWISS, 2010). Desta forma, a HA é considerada um distarbio de mecanismos multifatoriais,
pois resulta da interacdo entre variaveis ambientais, psicoldgicas e genéticas (PARATI et al., 2013).

Considerando que o histdrico genético tem alta influéncia sobre o desenvolvimento da HA,
estudos vem sendo realizados com o objetivo de identificar os genes que participam de sua
etiologia. E de notdrio saber cientifico que os cromossomos homodlogos em uma determinada
espécie apresentam similaridade entre si, porém em qualquer posi¢cdo dos cromossomos pode
ocorrer variacdo na sequéncia do DNA. A ocorréncia dessa variacdo em uma frequéncia estavel em
pelo menos 1% da populacéo é denominada polimorfismo. Esses polimorfismos s&o divididos em
trés grandes grupos: polimorfismos de base Unica (single nucleotide polymorphisms - SNPSs),
variacdo no numero de repeticdes de sequéncias especificas (microssatélites e variable number of
tandem repeats - VNTRS) e inser¢des ou delecdes de sequéncias génicas especificas. Além de serem
responsaveis pela diversidade das caracteristicas individuais, os polimorfismos também podem
influenciar diretamente os fatores de riscos associados as doencas multifatoriais (KAPRIO et al.,
1991).

Partindo desse pressuposto, Gongalvez (2002) constatou que alguns polimorfismos podem
interferir nos valores de PA, em especial, os polimorfismos do gene da sintase do 6xido nitrico
endotelial (eNOS) (CAMPO et al., 2005). Esse gene, responsavel pela codificacdo da eNOS, é
expresso pelas células endoteliais tanto de vasos centrais como periféricos. Se localiza no
cromossomo 7 da regido 35 até 36 (7935-36), apresenta 26 exons, 25 introns e um tamanho total
aproximado de 21 kilobases. (MARSDEN et al., 1993). Uma vez que a eNOS possui importante
funcdo para o controle cardiovascular, principalmente para o mecanismo de vasodilatacdo, a
presenca de polimorfismos no gene que a codifica exerce grande influéncia no controle do ténus
vascular, podendo diminuir a producdo de substancias vasodilatadoras, em especial, o 6xido nitrico
(NO), aumentando assim a resisténcia vascular e interferindo diretamente nos valores pressoricos
(DOMINICZAK; BOHR, 1995; GONGALVEZ, 2002; TANG et al., 2008). Desde a sua
caracterizacdo foram identificados alguns sitios que apresentam polimorfismos, os quais atuam de
forma diferenciada na producdo e/ou na expressdo de eNOS no endotélio. Esses polimorfismos,
incluindo VNTRs e SNPs, sdo as variagdes clinicamente relevantes mais estudadas do gene da
eNOS e associadas com o risco de desenvolver HA (COOKE; DOSHI; BINKLEY, 2007).

Pesquisas relatam que um SNP identificado na regido promotora do gene eNQOS, o qual
consiste na substituicdo de uma timina por uma citosina no codon 786 (-786T>C - rs2070744), pode
culminar em uma reducédo significativa da atividade enzimatica na regido e, consequentemente,
baixa producdo de NO, o que pode explicar sua associacdo com o risco de HA. Essa variacdo

também é frequentemente associada as doencas coronarianas (EGUCHI et al., 2000).
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Outro SNP estudado localiza-se na regido exon 7 do gene da eNOS, o qual é caracterizado
na conversdo da guanina pela timina na posicdo 894 do gene (894G>T - rs1799983) e
consequentemente, promove substituicdo de um aminoacido glutamato por um aspartato na posicéao
298 da proteina. Esse polimorfismo esta associado a menor producdo de NO em individuos que
possuem o alelo Asp, devido a menor disponibilidade da eNOS nas células endoteliais (CASAS et
al., 2004; COOKE et al., 2007; EGUCHI et al., 2000). Ademais, outro estudo mostrou que este
polimorfismo desempenha um papel importante na regulacdo da PA e pode ser um fator de risco de
HA (SHANKARISHAN et al., 2014).

Um terceiro polimorfismo estudado é um VNTR (intron 4 b/a - rs61722009) do gene da
eNOS, localizado no intron 4 (repeticdo de 27pb), o qual dois alelos tem sido identificados: o alelo
menor (alelo a, mais raro) possui quatro repeticdes sequenciais de 27 pares de bases e 0 alelo maior
(alelo b, mais comum) apresenta cinco copias (WANG et al., 1996). O alelo raro foi relacionado a
baixos niveis plasmaticos de nitrito/nitrato, no qual os individuos homozigotos para esse alelo
(4a/a) apresentaram reducdo de 20% na concentracdo desses metabdlitos do NO quando
comparados com individuos com genotipos 4b/b (TSUKADA et al., 1998). Evidéncias apontam que
individuos com gen6tipos 4a/a foram associados a um risco maior de HA em compara¢do aos
genotipos 4b/a e 4b/b (SHANKARISHAN et al., 2014).

Desta forma, a reducédo da expressdo ou da atividade da eNOS provocada pelas variagdes do
gene, conforme citado anteriormente, estariam prejudicando a homeostasia do sistema, resultando
em menor producdo de NO e consequentemente, aumento nos valores de PA.

A producdo de NO pode ocorrer a partir de estimulos quimicos ou fisicos. Os estimulos
quimicos sdo originados da interacdo de agonistas enddgenos / exdgenos com receptores especificos
presentes nas células endoteliais, como por exemplo, a acetilcolina, o ATP e a bradicinina. A
interagdo agonista / receptor na célula endotelial promove a formacdo de inositol trifosfato que
induz a liberagdo de ions de célcio do reticulo endoplasmatico e eleva os niveis de célcio
intracelular, formando o complexo célcio-calmodulina e, assim, ativando a eNOS, a qual ira atuar
na L-arginina gerando a formacdo de NO pelo endotélio (MONCADA, 1997). O estimulo fisico é
gerado pela forca que o sangue exerce sobre a parede das artérias, denominada shear stress. Ha
evidéncias que as células endoteliais possuem mecanorreceptores que podem ativar diretamente as
proteinas G, 0s canais ibnicos e as enzimas do grupo das proteinas quinases e fosfatases
promovendo a formacgdo de segundos mensageiros. Uma vez produzido, o NO deixa sua célula
geradora e difunde-se para sua célula alvo, ou seja, atravessa o espaco do endotélio para a célula de
musculo liso vascular estimulando diretamente a enzima catalitica guanilato ciclase soltuvel (GCs) e
a consequente formacdo de monofosfato ciclico de guanosina intracelular (GMPc), o qual induz a

ativacdo da bomba de célcio reduzindo as concentracdes de célcio intracelular, promovendo o
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relaxamento do tonus vascular (FARREL; BLAKE, 1996; SESSA et al., 1994). Assim, em vasos
sanguineos, o aumento intracelular de GMPc induz a vasodilatacdo, enquanto nas plaquetas inibira
a agregacdo plaquetdria e nos rins desencadeard um aumento da excrecdo renal de sodio e
diminuicdo do volume sanguineo. Esses eventos contribuem para reducdo da resisténcia vascular
periférica e consequentemente, diminuicdo dos valores de PA (ARNDT et al., 1993).

Interessante ressaltar que além da producdo de NO ser comprometida pelas variaveis
geneticas, o estresse oxidativo também pode exercer uma importante funcdo na questdo de
biodisponibilidade, comprometendo a concentracdo plasmatica de NO produzida pela eNOS
(PONNUSWAMY et al., 2012). Diversos estudos tem sugerido que o desequilibrio entre sintese de
NO e producéo de estresse oxidativo exerce papel significativo na disfuncéo endotelial (THIJSSEN
et al., 2011). Segundo a literatura, as espécies reativas do oxigénio (EROS), como o anion
superoxido, pode reagir com NO e promover aumento da formagdo de peroxinitrito, este aumento
pode levar a oxidacdo do cofator tetra-hidrobiopterina (BH;) da eNOS, resultando em um
desacoplamento dessa enzima. Dessa forma, a eNOS passa a produzir anion superoxido em maior
quantidade em vez de NO, perpetuando um ciclo vicioso, o qual reduz gradativamente a
biodisponibilidade de NO (VASQUEZ-VIVAR et al., 1998). A inibicdo da eNOS causada pelo
aumento das substancias pro-oxidantes pode facilitar a formagédo de trombos e, consequentemente,
o risco de eventos cardiovasculares (RAMOS et al., 2009).

Portanto, tanto a presenca de polimorfismos do gene da eNOS quanto a alta producdo de
EROS podem interferir diretamente na producdo e biodisponibilidade do NO, resultando em
maiores valores de PA e, com isto, podendo desencadear um quadro patolégico, bem como HA
(DOMINICZAK; BOHR, 1995; GONGCALVEZ, 2002; TANG et al., 2008).

Para fazer frente a este preocupante problema de salde publica, ja& é de notorio saber
cientifico os beneficios decorrentes da pratica regular de exercicios fisicos para o tratamento da HA.
Ainda, a préatica de exercicios fisicos regulares também vem sendo indicada como ferramenta
terapéutica ndo farmacoldgica para individuos que apresentam o alelo de risco do gene da eNOS.

Evidéncias apontam que ap06s a quantificacdo do nivel de atividade fisica em individuos que
possuem alelos de riscos do gene da eNOS foi observada uma associacdo inversa entre o risco de
HA e nivel de atividade fisica, ou seja, quanto menor era o nivel de atividade fisica dessas pessoas
maior foi a prevaléncia de HA (KIMURA et al., 2003). Estudo realizado por Silva e colaboradores
demonstrou que mesmo os individuos que apresentaram alelos associados a fatores de risco, a
manutencdo de bons niveis de condicionamento fisico (CF) pdde ser benéfica para manter valores
pressoricos normais (DA SILVA et al., 2014).

Além disso, Zago e Zanesco (2006) relataram em um estudo de revisdo bibliografica que a

pratica regular de exercicios fisicos aerdbios apresentou beneficios que podem minimizar os efeitos
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deletérios ocasionados pelos polimorfismos do gene da eNOS, pois 0 exercicio por meio do estresse
de cisalhamento estimula a producdo de NO e, assim, contribui para reducdo dos valores de PA.
Outros pesquisadores também observaram um aumento na expressao génica da eNOS com a pratica
regular de exercicios fisicos, contribuindo para sintese de NO (HIGASHI et al., 1999). Em adicdo, o
exercicio fisico regular também é considerado uma boa estratégia para reduzir 0s riscos
cardiovasculares e os niveis de PA devido a sua capacidade de regular a atividade anti e pro-
oxidante, a qual promove um equilibrio entre sintese e degradacdo, aumentando a
biodisponibilidade de NO (MIKHED; DAIBER; STEVEN, 2015; ROBERTS; SINDHU, 2009).

Portanto, os beneficios que a prética regular de exercicios aerdbios apresenta sobre o
controle da PA, mesmo em individuos que possuem alelos considerados de risco, foram associados
principalmente a maior producdo de substancias vasodilatadoras, especialmente o NO, resultando
na reducdo da resisténcia vascular periférica e, consequentemente, reducdo dos valores de PA.
Entretanto, apesar da maioria dos estudos apontar os beneficios da adaptacdo crénica decorrentes da
pratica regular de exercicios fisicos sobre a HA, pouco se sabe sobre o efeito agudo que o exercicio
fisico exerce sobre a producéo de NO e controle da PA.

Desse modo, sera que os polimorfismos do gene da eNOS podem influenciar nas
concentracdes de NO e nos valores de PA em idosos submetidos a uma sesséo de exercicio fisico?
Além disso, sera que o nivel de CF pode contribuir para compensar o provavel efeito deletério

associado aos polimorfismos do gene da eNOS diante a sessdo aguda de exercicio fisico?
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2 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Concomitantemente ao crescente numero de idosos tem se observado o aumento de
problemas de salde para esta populagdo. Com isso, ha uma necessidade de aumentar a demanda por
estudos sobre o fendmeno da longevidade, visto que a HA é o fator de risco de maior prevaléncia
nessa faixa etaria, ressaltando a necessidade de estudos que objetivam investigar variaveis que
contribuem para reduzir sua incidéncia.

Embora os beneficios decorrentes da pratica regular de exercicios fisicos para controle dos
valores de PA em idosos, que possuem polimorfismos ou ndo, sejam relatados na literatura, ainda é
pouco esclarecido qual o efeito que uma Unica sessdo de exercicio fisico exerce sobre a sintese de
NO nesses individuos. Partindo dessas lacunas, qual seria 0 comportamento do NO diante a sessdo
aguda de exercicio fisico? Seréa que esta variagdo interfere nos valores de PA e pode contribuir para
seu controle durante a sesséo de exercicio fisico?

Além disso, vimos que o histérico genético influencia nos valores pressoricos, portanto, sera
que diferentes polimorfismos do gene da eNOS expdem idosos a diferentes respostas em termos de
concentracdo de NO diante a sessdo aguda de exercicio fisico? Sera que existe uma relacdo entre
nivel de CF e concentracdo de NO durante a sessdo aguda de exercicio mesmo em idosos que
possuam polimorfismos da eNOS?

Desse modo, o presente estudo pode contribuir para uma melhor compreensdo das respostas
decorrentes do exercicio fisico agudo e também aprimorar a compreensdo referente as adaptacdes
cronicas. Essas evidéncias poderdo servir de suporte para futuras pesquisas e programas de
intervencdes, permitindo compreender, por exemplo, qual seria 0 momento 6timo para aplicacédo de
nova sobrecarga, de tal forma que, conhecendo o efeito dose-resposta do exercicio fisico praticado,
sua aplicacdo e seu planejamento seriam semelhantes a administracdo de um medicamento com

efeito terapéutico esperado.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi analisar o efeito agudo do exercicio fisico na concentracdo
plasmatica de NO,. e nos valores de PA em idosos com diferentes niveis de condicionamento fisico
e polimorfismos do gene da eNOS.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

A partir do objetivo geral foram desenvolvidos dois objetivos especificos:

1. Verificar a influéncia dos polimorfismos do gene da eNOS sobre as respostas agudas

de NO,. e PA em idosos apés a sessdo de exercicio fisico;

2. Verificar se a manutencdo de bons niveis de condicionamento fisico pode compensar
o provavel efeito deletério decorrentes dos polimorfismos nas respostas de NO,. e

PA em idosos apos a sessdo de exercicio fisico;



23

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 AMOSTRA

5.1.1 Célculo amostral

Este estudo fez parte de um projeto maior intitulado “Analise comparativa dos efeitos do
exercicio fisico agudo e cronico sobre os sistemas biologicos e neurais envolvidos na regulacédo da
pressdo arterial e na funcao vascular de adultos e idosos com diferentes niveis de condicionamento
fisico” o qual foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias/UNESP-
Bauru (n° do parecer 2.422.919 / CAAE 78732617.2.0000.5398 / APENDICE B).

Devido a auséncia de dados na literatura foram utilizadas informacdes referentes ao estudo
piloto (15 sujeitos) para o célculo do tamanho amostral. Em decorréncia do estudo analisar duas
variaveis principais (PA e NO), dois calculos amostrais foram efetuados e, dessa forma, o de maior
valor foi adotado para a realizagdo do estudo. Para determinar o tamanho amostral foi utilizada a
férmula de Miot (2011) para a comparacao de dois grupos (amostras pareadas) segundo variavel
quantitativa (nitrito). Desse modo, a amostra necessaria para a realizacdo do estudo foi fixada em no

minimo, 76 participantes.

Figura 1 - Férmula para célculo amostral

Variavel quantitativa

Amostra pareada

” . - . 2
o <(4 a/2 %1,[5) .3d>

NP — numero de pares; Zo/2 — valor do erro o, usualmente: 1.96 (5%): Zp - valor do erro f. usualmente: 0.84
(20%): Sd - desvio padrao da diferenca entre os pares (£0.14) : D-meédia da diferenca entre os pares (0.04);

Fonte: Célculo amostral de Miot, H.A, 2011, adaptada pela autora (2019).

5.1.2 Critérios de inclusdo e exclusao

Os participantes foram recrutados por meio de convites a projetos sociais, grupos de terceira
idade e anlincios em redes sociais. Foram selecionados de acordo com os seguintes critérios de
inclusdo: ndo apresentar qualquer condi¢cdo médica, cardioldgica, musculo esquelética ou ortopédica

que comprometa a realizacdo das avaliacOes; ter idade entre 60 e 80 anos; ndo fumantes; néo
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consumir regularmente bebidas alcodlicas (limite de 2 doses diérias); ndo fazer uso de medicacdo
conhecida que afete 0 metabolismo de glicose ou a hemodinamica renal. Ainda, foram excluidos do
estudo os participantes que apresentaram valores de PA superior a 160/95 mmHg no dia do teste,
faziam uso de medicamentos da classe de betabloqueadores, ndo se adaptaram a esteira (dor
articular, inseguranca e exaustdo) e os participantes que ndo realizaram todas as avaliagdes.

Inicialmente foram recrutados 212 voluntarios para as avaliacdes e ap0s serem aplicados 0s
critérios de elegibilidade foram selecionados para este estudo 145 participantes (figura 2).

A presente pesquisa considerada de carater transversal foi realizada na Universidade Estadual
Paulista Julio de Mesquita Filho localizada no campus de Bauru (UNESP/Bauru).

Figura 2 - Processo de selecéo dos participantes

Fluxograma do Processo de recrutamento e selecdo

212 voluntérios iniciaram as avaliagdes

' 4 v

AvaliacGes completas Avaliacoes incompletas
(n=145) (n=67)
8
g
1
2 * PA nio controlada (n=20)
L

* uso de betablogq (n=18)

* ndo se adaptaram a esteira (n=29)

Amostra final
= 145

Fonte: elaborado pela autora (2019)

5.2 DELINEAMENTO

Os participantes foram convidados a comparecer ao laboratorio “Centro de Estudos de
Doencas Ndo Transmissiveis, Envelhecimento e Exercicio Fisico (CEDEE)” em trés dias diferentes

ndo consecutivos, conforme ilustrado na figura 3. Inicialmente os participantes assinaram o termo
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de consentimento livre e esclarecido (APENDICE A) apds terem todas as dividas respondidas e
esclarecidas pelo pesquisador responsavel e, em seguida, responderam uma anamnese com 0
objetivo de coletar informacdes pessoais, tais como, situagdo econdmica, grau de escolaridade,
condi¢cbes morbidas, uso de terapia medicamentosa regular, sintomas narrados pelo participante,
diagndsticos meédicos, cirurgias e/ou doencas, entre outras informacdes pertinentes ao estudo
(APENDICE C). Também foi realizada a coleta de sangue em jejum de 12 horas e uma
familiarizacdo do participante a esteira. No segundo dia, todos participantes foram submetidos a
avaliagdo antropomeétrica e ao teste ergométrico submaximo para avaliar o nivel de CF. No ultimo
dia de avaliacdo foi realizado o protocolo de intervengdo, o qual € composto pelo exercicio fisico
agudo, as coletas de sangue e medidas de PA nos momentos pré e pos-teste. A PA foi aferida nos
trés dias de avaliacBes, sendo que, se 0s valores estivessem superiores a 160/95 o avaliador era
orientado para ndo iniciar as avaliagdes fisicas, como critério de seguranca aos participantes,

conforme recomenda as VI Diretrizes de Hipertensdo Brasileira (SBH, 2016).

Figura 3 - Sequéncia de avaliac¢bes do estudo

DESENHO EXPERIMENTAL

1° dia 2° dia 3°dia

' ' '
N [ N A

v' TCLE e Anamnese; v Mensuracdo da PA:; v' PA pré e poOs-teste;

v' Mensuracdo da PA; v' Avaliacdo v Teste exercicio

v" Coleta de sangue antropométrica; fisico agudo;
(Jejum de 12hs); v' Teste ergométrico: v' Coleta de sangue

v" Familiarizacdo a pré e pos-teste;

k esteira; ) \ ) k )

[CLE - Termo de consentimento livre e esclarecido; PA - pressao arterial

Fonte: elaborado pela autora (2019)
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5.3 AVALIACOES

Todos os participantes foram submetidos a avaliagdo hemodindmica, antropométrica,

biogquimica, genética e fisica.

5.3.1 Avaliacdo Hemodinamica

5.3.1.1 Pressao Arterial

A PA dos participantes foi aferida em trés momentos, por meio do méetodo auscultatério apds
cinco minutos de repouso, em ambiente calmo, sentado com as costas apoiadas e as pernas
descruzadas, conforme recomenda as VI Diretrizes Brasileiras de Hipertenséo (SBH, 2016).

O manguito foi adequado a circunferéncia do braco de cada participante, ajustado e
posicionado com a parte compressiva centralizada sobre a artéria braquial e o brago deveria estar
apoiado e posicionado na altura do coracdo. O avaliador insuflou o manguito rapidamente 30
mmHg acima da extensdo do pulso radial e procedeu a deflagdo do manguito na velocidade
aproximada de 2 mmHg/batimento. A pressdo arterial sistdlica foi determinada pela ausculta do
primeiro som (fase | de Korotkoff) e a pressdo arterial diastolica pelo desaparecimento dos sons
(fase V de Korotkoff). Foi descartada a primeira afericdo e realizadas duas medidas sequenciais nos
dois membros, sendo registrada a de maior valor. Para a mensuragdao foi utilizado um aparelho
esfigmomanémetro aneroide da marca WanMed® e um estetoscopio da marca Littmann® (SBH,
2016).

5.3.2 Avaliacao Antropométrica

5.3.2.1 Indice de Massa Corporal

Para a classificacdo do estado nutricional e caracterizagdo dos participantes foi realizado o
indice de massa corporal (IMC), circunferéncia do abdémen e a razdo cintura/quadril (RCQ). O
IMC foi obtido pela divisdo da massa corporal em quilogramas pela estatura em metros elevada ao
quadrado, tendo como pontos de corte os valores propostos pela Organizagdo Mundial da Saude
(2017), sendo considerado baixo peso, valor menor que 23 kg/m?; peso normal, valor entre 23 e
27,99 kg/mz2; sobrepeso, valor entre 28 e 29,99 kg/m?; obesidade valor igual ou superior a 30 kg/m?
(WHO, 2017). A RCQ foi calculada pela divisdo da circunferéncia da cintura pela circunferéncia do

quadril, sendo considerados portadores de obesidade central individuos do sexo feminino que
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apresentaram RCQ maior que 0,85 e individuos do sexo masculino que apresentaram RCQ maior
que 1,0 (GROQT et al., 1991). Para esta avaliacdo foi utilizada uma fita métrica do tipo inextensivel
Sanny® e uma balanca antropométrica eletronica digital Tanita® (modelo VM - 080) devidamente
calibrada com capacidade para 150 kg e variagdo de 100g e um estadidmetro (SECA® — 206) com
capacidade para 220 cm. Para a mensuracgao, 0s participantes permanecerdo em pé, na posicao ereta

e membros superiores proximos ao corpo. Todos deveriam estar descal¢os e usando roupas leves.

5.3.3 Avaliacao Bioquimica e Genetica

5.3.3.1 Coleta de materiais bioldgicos

Foram coletadas amostras de sangue venoso através da veia antecubital por uma profissional
especializada na area, utilizando materiais descartaveis. A profissional utilizou tubo ativador de
coagulo com gel separador (5 ml tubo amarelo/soro) para a coleta referente ao perfil lipidico
(colesterol total, HDL-colesterol, LDL-colesterol, VLDL-colesterol, triglicérides), glicémico, acido
arico, calcio, ureia, creatinina e proteinas totais; tubo de heparina de sédio (9 ml tubo verde/plasma)
para nitrito (NO,.) e substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS); e tubo EDTA (4 ml tubo
roxo/sangue total) para analise genética.

Os tubos foram centrifugados, exceto o tubo EDTA, para a separacdo do plasma e soro. O
soro foi analisado imediatamente ap6s a coleta, o plasma acondicionado em freezer -80 °C e o

sangue total armazenado em freezer - 20°C.

5.3.3.2 Coleta sanguinea em jejum de 12 horas

Esta coleta ocorreu no primeiro dia de avaliacdo, a qual foi utilizada como caracterizacdo da
amostra e controle de possiveis fatores intervenientes. Os participantes foram orientados a
permanecerem em jejum de 12 horas e evitarem no dia anterior a coleta, consumo de alimentos
ricos em nitrato, tais como, beterraba, espinafre, ricula, e entre outros, pois podem interferir nos
resultados das analises. As amostras foram destinadas para a analise de colesterol total, HDL-
colesterol, LDL-colesterol, triglicérides, glicemia, &cido Urico, célcio, creatinina, proteinas totais,
por meio do analisador bioquimico A-15 (A-15, Biosystems S.A., Spain) utilizando-se Kkits
comerciais especificos (Biosystems S.A.,Spain).

O plasma foi destinado para analise de NO,. e TBARS. As concentra¢des plasmaticas de NO,,
metabolito estdvel do Oxido nitrico, foram determinadas por reagdo de Griess (50 ul) em

microplacas (96 pogos) em aparelho leitor de ELISA. O total de NO,. plasmatico foi estimado a
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partir de uma curva padrdo de absorbancia em 592 nm e posteriormente, foi utilizada a
quantificacdo de proteina total para correcdo dos calculos das andlises da dosagem de NO.,
conforme descrito previamente (GRANGER et al., 1999). Para a analise de TBARS, foi utilizado o
protocolo de Buege e Aust (1978), o qual permitiu a quantificacdo da presenca de TBARS nas
amostras. Foram adicionados 150 uL de dodecil sulfato de sodio, 300uL de &cido tricloroacético a
10% (P/V) e 500 uL de acido tiobarbitarico (0,67%) a 150uL de amostra de plasma para que
ocorresse a reacdo. Essa mistura foi entdo agitada e incubada por 30 minutos a 100°C e, em seguida,
foi resfriada em gelo por 5 minutos. Posteriormente, a mistura foi centrifugada durante 10 minutos a
4000 rpm e entdo, retirado 200 pL do sobrenadante, o qual foi adicionado em microplacas (96
pocos) para posterior leitura da absorbancia a 535 nm em espectrofotdometro (BUEGE; AUST,
1978). As TBARS sdo formadas como um subproduto da peroxidacdo lipidica. Uma vez que a
EROS tem meia-vida extremamente curta e dessa forma, sdo dificeis de medir diretamente, o que
pode ser mensurado sdo 0s varios subprodutos decorrentes de danos produzidos pelo estresse
oxidativo, tais como as TBARS. Portanto esta andlise objetivou uma possivel avaliacdo de
biomarcadores de estresse oxidativo.

A amostra também foi destinada para analise genética dos participantes, o sangue total foi
utilizado para extracdo do DNA de acordo com QlAamp DNA Mini Kit (nimero do catdlogo
51154, Qiagen®, Alemanha). Todas as amostras foram analisadas em um espectrofotdmetro
(Nanodrop 1000, ThermoScientific®, Estados Unidos) com o objetivo de quantificar e verificar a
qualidade do DNA extraido. Posteriormente, também foi utilizada para anélise dos polimorfismos
-T786C (rs2070744) e GB894T (rs1799983) do gene da eNOS (numeros de catalogos
C 15903863 10, C_ 3219460 10), a genotipagem foi realizada pelo sistema Tagman® em
termociclador (Viia7, Applied Biosystems®, Estados Unidos) por reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) em tempo real, discriminando assim os diferentes gendétipos para cada gene.

J& para o polimorfismo VNTR no Intron 4 (rs 61722009) foi utilizado os primers 5’- 5°-
AGGCCCTATGGTAGTGCCTTG-3’ (forward) e 5>-TCTCTTAGTGCTGTGGTCAC-3" (reverse)
na concentracdo final de 20 pL que incluiu aproximadamente 50 a 300 ng/uL de DNA genémico, 5
MM de cada primers, 2 mM de dNTP, 50 mM de cloreto de magnésio, Tampéo (10x) e 5 U/uL de
Taq polimerase. As reacdes de PCR foram aquecidas a 94°C por 4 minutos de desnaturagéo inicial
do DNA e foram submetidos a 35 ciclos a 94°C durante 30 segundos para a desnaturacao, 63°C por
30 segundos para anelamento dos primers e 72°C durante 1 minuto de extensdo do produto. Um
passo final de extensdo foi conduzido a 72°C durante 5 minutos. Foram gerados pelo PCR
bandas/marcac6es de 393 e 420 bp, que correspondem aos alelos do polimorfismo 4aa, 4ab 4bb,
respectivamente. Os produtos foram separados por eletroforese em géis de poliacrilamida a 12% e
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posteriormente foram fixados (etanol 95% e &cido acético) e visualizados por coloracdo prata,

conforme representado na figura 4.

Figura 4 - Genotipagem do Intron 4b/a em gel poliacrilamida a 12%

AA AB BB BB br

420 pb ¢
393 pb mm—

Fonte: imagem registrada por fotodocumentador (2019)

5.3.3.3 Coleta sanguinea em jejum de 2 horas

Esta coleta fez parte do protocolo de intervencdo, a qual ocorreu no terceiro dia de avaliacdo
sob um jejum de 2 horas. Assim como a primeira avaliacdo, o avaliador também orientou 0s
participantes a evitarem desde o dia anterior a coleta, 0 consumo de alimentos ricos em nitrato, tais
como: beterraba, espinafre, rdcula e entre outros, pois podem interferir nos resultados das analises.

Além disso, foi recomendado para que no dia da coleta, os participantes ingerissem alimentos
leves e evitassem o consumo de café, chas e/ou outros alimentos que pudessem interferir nas
andlises. Foram coletadas amostras de sangue venoso nos momentos pré-exercicio fisico agudo e
imediatamente apds o exercicio. Estas amostras foram destinadas para analise de concentracdo
plasméatica de NO,. conforme descrito anteriormente (GRANGER et al., 1999). Também foi
analisado TBARS (BUEGE; AUST, 1978) para avaliacdo de biomarcadores de estresse oxidativo,

sendo utilizado como controle de possiveis fatores intervenientes.

5.3.4 Avaliacao Fisica

5.3.4.1 Teste Ergométrico Subméximo (determinacéo do VOymax)

Os participantes foram submetidos ao teste ergométrico submaximo realizado em uma esteira
ergomeétrica, utilizando o protocolo de Balke adaptado para idosos (FARINATTI, 2008). Este é um
protocolo o qual avaliou indiretamente 0 consumo maximo de oxigénio (VOzmax), sendo possivel
estimar 0 VO,ms de cada participante por meio da férmula VO,ms = (vel*0,1) +
(vel*inclinacdo*1,8) + 3,5 (WHALEY et al., 2006).
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Este teste foi aplicado com o objetivo de avaliar o nivel de CF dos participantes e auxiliar na
prescricdo da intensidade para realizar o protocolo de intervencdo a partir do VO,msx. A descricdo
completa do protocolo encontra-se no anexo I. Os participantes foram orientados a ndo realizar
nenhuma prética de exercicio fisico pelo menos nas 48 horas que antecedem o teste e também, foi
recomendado a evitarem o consumo de café, chas, chocolates e outros alimentos que pudessem
estimular a FC e interferir no teste. Os participantes que faziam uso de terapia medicamentosa

continua foram orientados para que ndo interrompessem (SBH, 2016).

5.3.5 Protocolo de Intervencéo

5.3.5.1 Exercicio Fisico Agudo

O protocolo de intervengdo foi composto pela sessdao de exercicio fisico agudo, coletas
sanguineas nos momentos pré e pos-teste e medidas de PA nos momentos pré e pds-teste (Figura 4),
o qual cada participante realizou uma sessdo de caminhada de 40 minutos em esteira ergométrica a
uma intensidade entre 40-60% do VOama previamente determinada (APENDICE D). Os
participantes foram orientados a ndo realizarem nenhuma pratica de exercicio fisico pelo menos nas
48 horas que antecedem o teste e também, foi recomendado a evitarem o consumo de café, chas,
chocolates e outros alimentos que pudessem estimular a FC e interferir no teste. O avaliador
responsavel também orientou para que os participantes ndo interrompessem o uso de medicamentos
continuos no dia do teste (SBH, 2016). A intensidade da caminhada foi monitorada por um

frequencimetro da marca Polar/modelo RS800.

Figura 5 - Sequéncia de avaliacGes durante o protocolo de intervencéo

Preé-teste 40 minutos de caminhada Pos-teste

l 40-60% do ‘-Olma'x l l
« PA;

* Coletade sangue; * PA * Coletade sangue;

Fonte: elaborado pela autora (2019)



31

5.3.6 Andlise Estatistica

A distribuicdo dos genotipos para cada polimorfismo foi avaliada pelo desvio do equilibrio de
Hardy-Weinberg utilizando o teste do Qui-Quadrado (y2) (StatView, Cary, NC, EUA). Os dados
foram relatados em média £DP e com nivel de significancia de p < 0,05. A distribuicdo dos dados
foi considerada normal (paramétrico) pelo teste de Shapiro-Wilk, e, sendo realizado, portanto, uma
analise de variancia de duas vias para medidas repetidas com poés-teste de SIDAK, tendo como
variaveis independentes o nivel de CF e a intervencdo (sessao de exercicio fisico), e, como variaveis
dependentes 0 NO,., TBARS e PA. O programa estatistico utilizado para essas analises foi o0 SPSS
versdao 20.0. Posteriormente, a influéncia das variaveis de caracterizacdo e dos genotipos sobre as
respostas de NO,. e PA foi avaliada por analises de regressdao linear multivariada utilizando o
software JMP 13.0.0 (SAS Institute). As variaveis de importancia clinica, laboratorial,
antropométrica e genéticas foram incluidas como variaveis independentes, enquanto o0 NO,. e PA

como variaveis dependentes no modelo de regressao linear multivariada.



32

6 RESULTADOS

A tabela 1 apresenta as caracteristicas clinicas, laboratoriais e fisicas dos participantes de
acordo com o nivel de CF. Inicialmente, o nivel de CF dos participantes, mensurado por meio do
VO,max, sendo classificado segundo os critérios de Cooper (1982). E, em seguida, 0s participantes
foram divididos em dois grupos: o grupo (G1) representando os que possuem nivel de CF bom e o
grupo 2 (G2), os que foram classificados com nivel de CF fraco. Apesar do G1 apresentar uma
prevaléncia no nimero de participantes, a caracterizacdo da amostra demonstra ter similaridade
entre as variaveis analisadas, apresentando diferenca significativa apenas para 0 VO,msax € IMC.
Pode ser observado também em ambos 0s grupos, uma predominancia de participantes do sexo
feminino, normotensos e ndo diabéticos.

Os dados apresentados da figura 6 demonstram as respostas de NO,., TBARS, PAS e PAD
imediatamente apos a sessdo de exercicio fisico em idosos com nivel de CF bom e fraco. Foi
possivel observar que ndo houve diferenca significativa para os valores de NO,. em nenhum
momento para ambos os grupos (G1 pré 0,241 + 0,030 e pds 0,198 £ 0,017; G2 pré 0,272 + 0,046 e
po6s 0,199 + 0,015). J& os valores de TBARS apresentaram diferencas significativas pds-exercicio
fisico para o G2 (G1 pré 0,372 £+ 0,017 e pds 0,384 + 0,023; G2 pré 0,345 + 0,011 e pds 0,473 +
0,036). Ainda, os grupos apresentaram diferenca entre eles no momento pés-exercicio (p=0,026) e
também uma interacdo estatisticamente significativa (p=0,009). A PAS dos idosos apresentaram
diferencas significativas no momento pds-exercicio fisico tanto para o0 G1 quanto para o G2 (G1 pré
119,21 + 3,16 e poOs 122,26 + 3,02; G2 pré 124,00 £ 4,29 e p6s 142,47 + 3,66). Os grupos
apresentaram diferencas significativas entre eles no momento poés-exercicio (p=0,038) e uma
interacdo significativa (p=0,026). Para PAD, ndo houve diferenca significativa em nenhum
momento para os dois grupos (G1 pré 69,36 + 2,91 e pds 76,73 + 2,06; G2 pré 73,47 + 2,23 e pOs
75,05 + 1,84).



Tabela 1 - Caracteristicas dos participantes de acordo com o nivel de
condicionamento fisico

Variaveis Gl G2 p-value
(n=115) (n=30)
Caracteristicas
Masculino/Feminino 32/83 10/20 -
Hipertenso/Normotenso 53/62 9/21 -
Diabético/ N&o diabético 28/87 10/20 -
Pressédo Arterial
PAS (mmHg) 122,66 £10,85 123,03+9,05 0,865
PAD (mmHg) 73,68 £ 10,97 75,78 £ 6,28 0,318
Dados Antropométricos
IMC (kg/m,) 28,20 £ 13,73 26.52+£3,78  0,041*
RCQ 0,87 £0,08 0,87 £ 0,06 0,684
Abdbdmen (cm) 95,34 +9,44 97,00 + 12,47 0,569
Capacidade Fisica
VOzmax (MI/kg/min) 33,67 £ 7,00 2193+4,46  0,001*
Bioquimica Sanguinea
Colesterol Total (mg/dL) 206,01 £47,00 199,55+6250 0,541
HDL (mg/dL) 47,76 £17,09  5552+5091 0,179
LDL (mg/dL) 130,83 +44,89 123,77+59,81 0,484
VLDL (mg/dL) 26,94 +11,84  27,11+1233 0,945
Triglicérides (mg/dL) 134,06 £59,56 134,06 +59,56 0,897
Glicose (mg/dL) 104,73 +22,99 105,31 +27,45 0,908
Creatinina (mg/dL) 0,66 £ 0,17 0,91+£1,15 0,055
Ureia (mg/dL) 33,19 +£ 0,66 34,37 +£0,91 0,598
Célcio (mg/dL) 9,10 £ 0,66 9,25+0,70 0,313
Acido arico (mg/dL) 4,65+1,34 5,02 +1,42 0,229
Proteina Total (mg/dL) 6,78 £ 0,47 6,90 £ 0,62 0,305
NO,. (mg/proteina) 0,19+0,10 0,20+ 0,10 0,678
TBARS (nM/mg) 0,51+0,21 0,50+ 0,21 0,887

G1: nivel de condicionamento fisico bom; G2: nivel de condicionamento fisico fraco; PAS:
pressao arterial sistolica; PAD: pressdo arterial diastolica; IMC: indice de massa corporal;
RCQ: relagdo cintura/quadril; VO,a: consumo maximo de oxigénio; HDL: lipoproteina de
alta densidade; LDL: lipoproteina de baixa densidade; VLDL: lipoproteina de muito baixa
densidade NO,: nitrito; TBARS: &cido tiobarbitdrico; *p<0.05.
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Figura 6 - Efeito agudo do exercicio fisico na concentracdo de NO,-, valores de PAS, PAD e
TBARS em idosos com diferentes niveis de condicionamento fisico
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*p<0,05 pré vs pds; +p<0,05 entre grupos no momento pos; NO,.: nitrito; TBARS: &cido tiobarbitdrico PAS: pressdo
arterial sist6lica; pressdo arterial diastélica; G1: grupo com bom nivel de condicionamento fisico; G2: grupo com fraco
nivel de condicionamento fisico;

A tabela 2 apresenta a distribuicdo dos gendtipos e alelos dos polimorfismos da eNOS
referentes aos idosos com nivel de CF bom e fraco. Para o polimorfismo -786T>C foi observada
maior frequéncia do alelo T para o grupo G1 (52%) e do alelo C (57%) para o0 G2. Em relacéo aos
gendtipos, o heterozigoto (TC) foi mais encontrado em ambos o0s grupos, tendo uma frequéncia de
54% para 0 G1 e 53% para 0 G2. Para Intron 4b/a, as maiores frequéncias foram observadas para o
alelo B, sendo 84% para 0 G1 e 85% para 0 G2 e, 0 gendtipo homozigoto ancestral (BB) foi mais
frequente tanto para o G1 (69%), quanto para o G2 (73%). Ainda, em relacdo ao polimorfismo
894G>T, o alelo G foi mais encontrado em ambos 0s grupos, sendo 68% frequente para G1 e 65%
para 0 G2, e quanto ao gendtipo, o homozigoto ancestral (GG) foi mais frequente no G1 (46%),

enguanto o heterozigoto (GT) obteve maior frequéncia no grupo G2 (57%).
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Tabela 2 - Perfil genético dos participantes de acordo com o nivel
de condicionamento fisico

Genotipos e Alelos Gl G2
(n =115) (n=230)
Caracteristicas
-786T>C % (n) % (n)
TT 0,28 (32) 0,16 (5)
TC 0,47 (54) 0,53 (16)
CcC 0,25 (29) 0,30 (9)
T 0,52 (118) 0,43 (26)
C 0,48 (112) 0,57 (34)
INTRON 4b/a
bb 0,69 (80) 0,73 (22)
ba 0,28 (32) 0,23 (7)
aa 0,3 (3) 0,3 (1)
b 0,84 (192) 0,85 (51)
a 0,16 (38) 0,15 (7)
894G>T
GG 0,46 (53) 0,37 (11)
GT 0,43 (50) 0,57 (17)
TT 0,11 (12) 0,6 (2)
G 0,68 (156) 0,65 (39)
T 0,32 (74) 0,35 (21)
G1: nivel de condicionamento fisico bom; G2: nivel de condicionamento

fisico fraco

As influéncias dos polimorfismos do gene da eNOS para as respostas agudas de NO,., PAS e
PAD diante a sessao de exercicio fisico estdo apresentadas na tabela 3. Os polimorfismos no Intron
4 e 894G>T ndo apresentaram associagdes significativas para nenhum genotipo. Ja o polimorfismo
-786T>C, 0 genotipo homozigoto (TT) apresentou associacdo negativa sobre os valores de PAS e
PAD, enquanto o heterozigoto (TC) apresentou associagdo positiva para PAD. Foi possivel observar
que algumas varidveis independentes apresentaram associa¢fes negativas para PAS, como os idosos

diabéticos e 0 TBARS para as respostas de NO,.. Além disso, 0 VOonax apresentou associacao
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negativa para a PAS e os niveis de colesterol total e HDL apresentaram associagao positiva para 0s

valores de PAD.

Tabela 3 - Associacao de variaveis de caracterizacéo e genotipos da eNOS no modelo de
heranca aditiva sobre os valores de NO,., PAS e PAD apds exercicio fisico agudo

Modelo Aditivo Aditivo Aditivo
(n = 145) NO,. PAS PAD
R°=0,30 R°=0,23 R°=0,22
RMSE =0,13 RMSE = 17,16 RMSE = 8,53
3 P 3 P R P
Etnia/ branco <0,01 0,657 0,960 0,555 0,600 0,443
Género/Homem -0,01 0,415 1,010 0,574 -0,100 0,909
Hipertenso -0,004 0,698 1,830 0,191 -0,800 0,246
Diabético -0,005 0,699 -0,940 0,604 -1,720 0,051*
IMC -0,012 0,576 -0,210 0,579 -0,550 0,153
RCQ 0,300 0,076 10,25 0,646 20,62 0,065
VOomax -0,001 0,292 -0,140 0,037* -0,010 0,889
TBARS -0,170  0,001* 14,13 0,019* 0,980 0,326
Colesterol Total -0,001 0,200 <0,01 0,745 0,030 0,031*
HDL 0,001 0,144 -0,004 0,912 -0,040 0,029*
LDL -0,01 0,063 -0,003 0,809 0,010 0,095
VLDL 0,060 0,618 5,800 0,739 -10,07 0,246
Triglicérides -0,010 0,630 -1,170 0,737 1,99 0,252
Glicose <0,01 0,339 0,020 0,761 0,05 0,112
NO, - - -14,53 0,106 -1,10 0,271
eNOS
-786T>C TT -0,010 0,331 -4,94 0,012* -0,97 0,035*
TC <0,01 0,881 2,07 0,243 1,82 0,039*
CC <0,01 0,422 -2,86 0,163 -0,23 0,818
P Global =0,601 P Global =0,043* P Global =0,047*
Intron 4 b/a BB 0,010 0,639 -3,02 0,397 1,50 0,323
BA 0,020 0,369 1,20 0,732 2,17 0,145
AA  -0,030 0,456 1,82 0,778 -3,68 0,167
P Global =0,656 P Global = 0,326 P Global = 0,338
894G>T GG <0,01 0,686 -1,31 0,532 -1,58 0,117
GT -0,050 0,997 0,30 0,884 0,02 0,981
TT -0,060 0,779 1,00 0,737 1,56 0,281
P Global = 0,921 P Global = 0,813 P Global = 0,292

NO,. Nitrito. PAS: presséo arterial sistélica; PAD: pressdo arterial diastélica; R,: parte da variabilidade
explicada pelo modelo; RMSE (Root Mean Square Error): erro quadratico médio; R3: parametro estimado;

*p<0,05;
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7 DISCUSSAO

A proposta do presente estudo foi analisar o efeito agudo do exercicio fisico na concentracédo
de NO., nos valores de PAS e PAD em idosos com diferentes niveis de CF e, além disso, investigar
se os polimorfismos do gene da eNOS podem influenciar nessas respostas. De acordo com o0s
resultados, foi possivel observar que os idosos com bons niveis de CF apresentaram valores de PAS
e TBARS mais baixos imediatamente apds sessdo de exercicio fisico quando comparados aos
idosos com nivel de CF fraco. Além disso, o genotipo ancestral do polimorfismo 786T>C foi
associado com valores mais baixos tanto para PAS quanto para PAD, enquanto o perfil heterozigoto
demonstrou ter influéncia para resposta mais elevada de PAD.

Os dados da tabela 1 apresentaram as caracteristicas dos participantes referentes as variaveis
hemodindmicas, antropométricas, fisicas e bioquimicas e, também, suas comparacdes entre 0s
grupos com nivel de CF bom e nivel de CF fraco. A amostra foi considerada homogénea para a
maioria das variaveis, apresentando diferenca significativa entre os grupos apenas para 0 VOomax,
caracteristica coerente com a proposta que o0 estudo visa investigar, e, embora tenha sido uma
diferenca discreta, o G1 apresentou valor de IMC mais elevado comparado ao G2, porém mesmo
eles apresentando diferencas nos valores de IMC, ambos os grupos tiveram a mesma classificacao,
segundo a Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2017). Além disso, ap6s a analise para verificar a
influéncia das variaveis de caracterizacdo sobre as respostas de NO,., PAS e PAD, o IMC néo
apresentou associagéo significativa, evitando sua influéncia nos resultados gerais.

Foi notério o maior numero de idosos no G1, o que é justificavel esta prevaléncia de idosos
com melhor CF devido a proépria selecdo da intervencdo utilizada no presente estudo. Visto que 0s
idosos foram submetidos a uma caminhada de 40 minutos em uma intensidade considerada
moderada, os participantes com niveis de CF fraco, em grande parte, apresentaram alguma
intercorréncia e foram excluidos da pesquisa por ndo conseguirem completar o teste. Essa
ocorréncia também se aplica aos participantes hipertensos e diabéticos, o que pode argumentar
também a predominancia de idosos normotensos e ndo diabéticos em ambos 0s grupos.

Interessante notar também a prevaléncia das mulheres tanto no G1 quanto no G2. Alguns
estudos relataram que as mulheres aderem melhor a projetos sociais e supervisionados de exercicio
fisico relacionados a promocéo de saude quando comparados aos homens, o que pode esclarecer a
maior aderéncia da participagdo de mulheres em pesquisas da area de satude (CASTRO et al., 2010;
TRAPE et al., 2013; VASCONCELOS-RAPOSO et al., 2009).

Foi possivel identificar que, no geral, os dados demonstram similaridade entre os participantes
de ambos os grupos, a qual permite uma boa caracterizacdo da amostra, podendo fortalecer os

resultados das analises do presente estudo.
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A figura 6 demonstrou as respostas de NO,., TBARS, PAS e PAD no momento pré e
imediatamente apos uma sessdo de exercicio fisico em idosos com diferentes niveis de CF. Notou-
se que ndo houve diferenca significativa nas concentracfes plasmaticas de NO,. com o estimulo do
exercicio fisico em sessdo Unica, resultado que contrasta as evidéncias prévias sobre o efeito
cronico do exercicio fisico sobre as respostas de NO, como é o caso de Katarzyna e colaboradores
(2017), o qual analisou o efeito de 5 meses de atividade aerdbia (danca), a uma intensidade similar a
do presente estudo, em 19 mulheres com idade entre 60 e 82 anos, observando um aumento
significativo (7,3%) na concentracéo total de nitrato/nitrito (FILAR-MIERZWA et al., 2017).

Entretanto, Orsano e colaboradores (2018), investigaram o efeito agudo de dois tipos de
treinamento resistido em 15 idosas hipertensas (67,1 + 6,9 anos). Neste estudo, as amostras de
sangue foram coletadas no momento pré e aos 3, 15 e 30 minutos apds a sessdo de exercicio, e, 0s
resultados revelaram que ambos os exercicios induziram uma maior biodisponibilidade de NO
apenas apds 30 minutos da sessdo, enquanto o estresse oxidativo (TBARS) aumentou
imediatamente apds o exercicio fisico e retornou aos valores basais em até 30-45 minutos apds o
exercicio em ambas as sessOes de treinamento. Esses achados, de certa forma, corroboram com os
resultados do presente estudo, visto que a coleta de sangue foi realizada imediatamente apds a
sessdo de exercicio, ndo encontrando diferencas para NO,. e aumento nos valores de TBARS em
ambos 0s grupos, embora apenas 0 G2 obteve aumento significativo.

Uma hipotese relevante sobre esse comportamento do NO,. foi 0 aumento do estresse
oxidativo induzido pelo efeito agudo do exercicio fisico. Segundo a literatura, as substancias pro-
oxidantes podem reagir com o NO e resultar a formacdo de peroxinitrito, levando a oxidagdo da
BH,, um cofator critico para a eNOS, perpetuando seu desacoplamento. Dessa forma, o aminoacido
L-arginina (substrato da enzima) na falta do cofator BH4, em algumas condi¢bes, pode produzir
EROS em maior quantidade ao invés de NO,., levando a um ciclo vicioso de producdo de EROS,
reduzindo a biodisponibilidade plasmética de NO,. (KUZKAYA et al., 2003; VASQUEZ-VIVAR
etal., 1998).

Baseando-se nestas evidéncias, pode-se sugerir que as concentracdes de NO,. possa ter um
comportamento tardio em relacdo ao estresse oxidativo provocado pelo exercicio fisico agudo,
porém ndo foi avaliado por este estudo.

Interessante observar também que houve diferenca entre 0 G1 e G2 nos valores de TBARS no
momento pos-exercicio, ou seja, imediatamente apds o exercicio fisico parece que 0 estresse
oxidativo assume um carater de maior relevancia quando comparado as concentracdes de NO,.
especialmente, em idosos com baixos niveis de CF, 0 que esta coerente com evidéncias préevias, as

quais mostram que idosos com nivel de CF mais alto representam menor exposi¢do ao estresse
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oxidativo devido ao aumento da capacidade anti-oxidante. Esse resultado indica que bom nivel de
CF pode atuar como um efeito protetor contra o dano oxidativo (JACOMINI et al., 2016).

Foi possivel notar que tais resultados tiveram como desfecho um melhor comportamento da
PA no grupo G1 quando comparado ao grupo G2. Pode-se observar que apesar de ambos 0s grupos
terem aumentado os valores da PAS no momento pos-exercicio fisico, fato que ja era uma resposta
esperada frente aos ajustes do sistema cardiovascular ao esforco fisico (SBH, 2016), o G2 teve um
comportamento da PAS mais elevado quando comparado ao G1, o que condiz com os achados da
literatura sobre a relagdo CF, NO e estresse oxidativo. De acordo com as pesquisas, a préatica regular
de exercicio fisico contribui para melhor funcdo endotelial devido ao aumento do fluxo sanguineo,
estimulo para producdo de NO e de substancias antioxidantes, as quais neutralizam a reacdo entre
EROS e NO, aumentando a biodisponibilidade do NO. Juntos, consequentemente, esses resultados
assumem uma importante funcdo no controle da PA devido, principalmente, ao aumento do
mecanismo de vasodilatacdo (GENG et al., 2011; ZAGO, A.S.; KOKUBUN; REIS SILVEIRA,
2010).

Em adicdo, sugere-se que outros mecanismos, nao investigados no presente trabalho, podem
também estar influenciando esta resposta. Pesquisadores relataram que tanto o comando central
quanto o reflexo pressor do exercicio sdo importantes para redefini¢cdo do barorreflexo arterial e aos
ajustes cardiovasculares necessarios para corresponder a oferta sistémica de oxigénio com a
demanda metabdlica, desta forma, as pessoas com baixo VOomax apresentam menor capacidade e,
consequentemente, respostas exacerbadas frente ao exercicio (FU; LEVINE, 2013). Ainda, Hieda e
colaboradores avaliaram 53 pessoas com idade entre 52 e 54 anos (grupo controle: n=25; grupo de
exercicios: n=28) ap6s 2 anos de intervencdo e, observaram um aumento significativo na
sensibilidade barorreflexa arterial-cardiaca apenas no grupo exercicio, concluindo que pessoas
treinadas possuem melhor controle das variaveis cardiovasculares (HIEDA et al., 2019).

Com base nos resultados do presente estudo e da literatura citada é possivel observar que,
imediatamente ap0ds o exercicio fisico, o estresse oxidativo exerca maior influéncia no controle do
sistema cardiovascular quando comparado as concentracbes de NO,. sugerindo que as
concentragcdes de NO,. possa ter um efeito tardio. Por outro lado, a manutencdo de bons niveis de
CF parece gerar um efeito protetor, uma vez que os idosos com melhor nivel de CF apresentaram
menor elevagédo de PA e de estresse oxidativo apos a sessdo de exercicio fisico.

As caracteristicas genéticas dos polimorfismos do gene da eNOS foram mostradas na tabela 3,
sendo possivel identificar o perfil genético mais frequente para cada grupo. Observou-se que ambos
0S grupos apresentaram caracteristicas genéticas semelhantes, obtendo uma maior frequéncia de
genotipos heterozigotos para o polimorfismo -786T>C e maior frequéncia de gendtipos

homozigotos ancestrais para o polimorfismo no intron 4b/a, havendo apenas uma excegdo para o
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polimorfismo 894G>T, o qual o gendtipo homozigoto ancestral foi mais frequente no G1 e o
gendtipo heterozigoto foi mais frequente no G2.

De acordo com a literatura, os gendétipos predominantes em ambos 0s grupos para o -786T>C
e no G2 para o polimorfismo 894G>T, sdo associados ao maior risco de desenvolver HA. Segundo
os resultados gerais de Xie e colaboradores, através de uma meta-anélise envolvendo 63.258
individuos, totalizando 95 estudos de caso-controle (29.308 casos de HA e 33.950 casos controles),
foi demonstrado que o gendtipo heterozigoto tanto para o -786T>C quanto para o0 894G>T
apresentou maior suscetibilidade em desenvolver HA (XIE et al., 2017). J& para o polimorfismo no
intron 4, os grupos ndo apresentaram maior frequéncia do genotipo considerado de maior risco. De
Marco e colaboradores observaram menores concentracdes de NO,. e maior suscetibilidade as
doencas cardiovasculares para os individuos com genotipo 4a/a (DE MARCO et al., 2012).

Partindo desses pressupostos, embora o perfil genético tenha sido bastante semelhante e a
predominancia tenha sido de participantes normotensos em ambos 0s grupos, 0 G2 apresentou uma
resposta distinta principalmente em relagcdo a PA, obtendo maiores valores de PAS diante do
exercicio fisico. Uma justificativa plausivel foi encontrada no estudo de Kimura (2003), o qual apds
avaliar 832 adultos com idade entre 50 e 60 anos, observou que o nivel de atividade fisica teve
associacdo inversa com os valores de PA para as pessoas com genotipos de risco e, eventualmente,
este polimorfismo foi significativamente associado com a prevaléncia de HA apenas para as pessoas
que estavam no tercil mais baixo de atividade fisica, concluindo assim que a manutencdo de bons
niveis de CF pode contrapor a influéncia dos fatores genéticos, o que demonstra a importancia da
interacdo entre fatores genéticos e ambientais para reduzir o risco da doenga (KIMURA et al.,
2003).

O presente estudo também verificou a influéncia que os genotipos podem ter exercido sobre o
NO,., PAS e PAD, observando uma associa¢do do polimorfismo -786T>C, o qual obteve menores
valores de PAS e PAD associado ao gendtipo homozigoto e maior valor de PAD para o
heterozigoto. Esses resultados estdo de acordo com estudo de Spoton e colaboradores, o qual
investigaram 55 mulheres ap6s 6 meses de treinamento, observando que mulheres com gendtipo TT
foram mais responsivas na reducdo da PA quando comparadas aquelas com gen6tipo TC e CC
(SPONTON et al., 2010). Entretanto, sugere-se que esta associacdo ndo tenha afetado os resultados
gerais, uma vez que ambos 0s grupos nao tiveram maior frequéncia desse genétipo.

Os resultados do presente estudo também contrastam com os principais achados de Silva e
colaboradores (2018), o qual apds avaliar 424 idosos com idade entre 60 e 70 anos, observaram a
associacao do intron 4b/a com os valores de PAD, ainda, observaram uma associacdo do nivel de
CF com valores de NO., e este, uma associa¢do com a PAS. Entretanto o presente estudo avaliou o
comportamento dessas variaveis diante da resposta aguda do exercicio fisico, enquanto o estudo de
Silva verificou as variaveis no momento repouso, o0 que pode justificar essa divergéncia entre 0s

resultados, tornando a proposta do presente estudo inovadora.
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Importante notar que o nivel de CF apresentou influéncia sobre menores valores de PAS.
Esses achados corroboram com estudos prévios, os quais observaram os beneficios de bons niveis
de CF e do treinamento sobre o controle da PA (DA SILVA et al., 2018; TRAPE et al., 2017).

Contudo, embora a literatura aponte que os polimorfismos do gene da eNOS sdo associados a
menor producdo de NO, os resultados apresentados neste estudo ndo mostraram influéncia do perfil
genetico sobre a resposta de NO,. ap0s sessdo de exercicio fisico, podendo sugerir que o perfil
genético ndo influencia 0 NO,. de forma aguda quando este € avaliado imediatamente apos a
realizacdo do exercicio fisico. Por outro lado, vale ressaltar a influéncia do TBARS sobre as
menores respostas para NO,., e, além disso, 0 TBARS demonstrou influenciar um comportamento
mais elevado da PA. Esses achados podem fortalecer as hipoteses supracitadas, as quais sugerem
uma resposta tardia do NO,. com relacdo ao aumento imediato do TBARS induzido pelo exercicio
fisico agudo, enquanto este acarretou maior valor de PA para o grupo G2, especialmente para o0s
idosos com nivel de CF fraco, o que refor¢a a manutencdo de bons niveis de CF como um efeito
protetor para o sistema cardiovascular.

Dessa forma, com base nesses resultados foi possivel observar que a influéncia de bons niveis
de CF pode compensar os fatores genéticos e do estresse oxidativo sobre o comportamento da PA

pos-sessdo aguda de exercicio fisico.
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8 LIMITACAO DO ESTUDO

E de notorio saber cientifico que um método direto para mensurar 0 VOmay dos participantes
é considerado mais eficiente quando comparado a um protocolo indireto, devido aos vieses que este
pode apresentar. Visto que o presente trabalho utilizou o protocolo de Balke para estimar 0 VO2max,
é importante ressaltar que inicialmente um estudo piloto foi realizado por meio do método direto
utilizando o aparelho K4, porém os idosos ndo se adaptaram ao uso da maéscara facial e houve
intercorréncia, sendo necessario a interrupgdo do teste. Desta forma, apds revisar a literatura sobre
uma avaliacdo validada e que buscasse contemplar o atual objetivo, o protocolo de Balke
modificado para idosos foi considerado o mais efetivo. Considerando que este método avalia por
meio da FC, o pesquisador responsavel teve como critério de inclusdo e exclusao alguns fatores os
quais pudessem interferir nessas respostas, assim sendo possivel atenuar possiveis vieses que 0
protocolo pudesse apresentar.

A relacdo do exercicio fisico agudo com polimorfismos ainda se encontra escassa na
literatura, dificultando o embasamento dos presentes resultados com a literatura, com isto, reforca a
proposta inovadora deste estudo e também, a necessidade de novos estudos.

Além disso, outra limitacdo do estudo foi a avaliagdo sanguinea apenas imediatamente ap6s o
exercicio fisico agudo, uma vez que o NO,. pode apresentar uma resposta tardia, sendo interessante
avaliar, em futuros estudos, o NO,- ap6s a realizacdo do exercicio fisico. Entretanto, o presente
trabalho ndo teve como objetivo investigar o efeito hipotensor do exercicio fisico, 0 que torna esta
hip6tese sugestiva para futuras pesquisas.
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9 CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, foi possivel concluir que nao
houve diferenca nas concentracdes plasmaticas de NO,. imediatamente apds sessdo aguda de
exercicio fisico em idosos com diferentes niveis de CF. Entretanto, os idosos com bons niveis de
CF apresentaram valores de PAS e TBARS mais baixos imediatamente apds a sessdo de exercicio
fisico quando comparados aos idosos com nivel de CF fraco. Além disso, o polimorfismo -786T>C
demonstrou apresentar influéncia para a PA frente a sessdo aguda de exercicio fisico, sendo as
pessoas com gendtipos homozigoto (TT) apresentando menores valores de PA imediatamente ap0s
0 exercicio fisico, enquanto as pessoas com gendtipo heterozigoto (TC) responderam com valores
mais elevados para PAD.

Ademais, foi possivel concluir que o CF apresentou influéncia sobre menores valores de PA
e, valores de TBARS mais elevado influenciou de forma negativa a resposta de NO,. pds-exercicio
fisico. Além disso, maior valor de TBARS também apresentou influéncia para resposta de PA mais
elevada.

Essas evidéncias podem contribuir para uma melhor compreenséo das respostas decorrentes
do exercicio fisico agudo e também aprimorar a compreenséao referente as adaptacdes cronicas e,
ainda, destaca a importancia de adotar um estilo de vida ativo, visto que os idosos com bons niveis
de CF tiveram menores valores de PA e estresse oxidativo imediatamente ap0s a sessdo de exercicio
fisico, concluindo que a manutencdo de bons niveis de CF pode exercer um efeito protetor para

riscos cardiovasculares.
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ANEXOS

ANEXO | - Teste Ergométrico Subméaximo (determinacéo do VOymax)

Teste Ergomeétrico — Protocolo de Balke

A determinacao do VO.max, sera realizado por meio de um teste em esteira
ergométrica utilizando-se o protocolo de Balke modificado, que permiti estimar
0 VO,max dos participantes (FARINATTI, 2008). O protocolo sera realizado em
esteira adaptada, em que a cada dois minutos ha aumentos progressivos na
carga de trabalho, por meio de incrementos na inclinacdo da esteira, iniciando
com a inclinagdo de 0% e aumento de 2% a cada dois minutos, mantendo a
velocidade constante entre 1,6 a 7,2 km/h (FARINATTI, 2008). A velocidade
constante & definida subjetivamente de acordo com as experiéncias de cada
individuo. A frequéncia cardiaca foi monitorada através de frequencimetro
(marca Polar, modelo RS 800CX) em batimentos por minuto. Antes do teste e
ao final de cada estagio sera medida a pressao arterial e avaliada a percepcao
subjetiva de esforco por meio da Escala de Borg (BORG, 1982). O teste
contara sempre com a presenca de pelo menos dois pesquisadores, um
responsavel pelo monitoramento da pressdo arterial e outro pelo
monitoramento da frequéncia cardiaca (FC) e controle da esteira. O teste nao
sera realizado nos casos em que o participante apresentar pressao arterial
acima de 140/90 mmHg antes do esforco fisico. Para encerramento do teste
serdo adotados os seguintes critérios: a) alcancar 75% da frequéncia cardiaca
maxima (dada pela formula de Karvonen: 220-idade em anos); b) o individuo
declarar exaustao alegando ndo conseguir prosseguir com o teste; c¢) elevacaoc
muito rapida da frequéncia cardiaca no primeiro minuto de esforgo fisico; d)
elevacdo da pressdo arterial diastdlica, ou queda persistente da pressao
arterial sistdlica mesmo com aumento da intensidade do esforgo, baseado nos
critérios da VIl Diretrizes da Sociedade Brasileira de Cardiologia sobre Teste
Ergométrico (2016).
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APENDICES

APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMOQ DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Informacdes do Participante da Pesquisa

MNome:

Documento de ldentidade n®: | Sexo: ()M ( JF

Titulo do Projeto de Pesquisa: Analise comparativa dos efeifos do exercicio fisico
agudo e cronico sobre os sistemas biologicos e neurais envolvidos na regulagio da
pressdo arterial @ na fungao vascular de adultos e idosos com diferentes niveis de
condicionamento fisico

1. Duragao da Pesquisa: duragio total de 4 anos

2. Nome do pesquisador responsavel: Prof. Dr. Anderson Saranz Zago

3. Cargo/ Funcéo: Professor Doutor:

4. Instituicao: Depto de Educacio Fisica / Faculdade de Ciéncias / UNESP - Bauru

Eu, Anderson Saranz Zago, professor do Departamento de Educagdo Fisica /
UNESP - Bauru gostaria de convida-lo{a) a participar deste projeto de pesqguisa. Todas as
informagdes/ddvidas sobre este projeto podem ser esclarecidas por este documento ou
pessoalmente e a gualguer momento durante a realizacdo do mesmo.

Objetivo / Procedimentos e avaliagdes: O objetivo geral deste projeto de pesquisa sera
realizar uma analise comparativa dos 3 sistemas bioldgicos e do sistema neural
envolvidos na regulacio da pressao arterial, de adultos e idosos, com diferentes niveis de
condicionamento fisico, num momento de repouso, quando submetidos a 1 sessao de
exercicio fisico e, apads periodo de 4 meses de um programa regular de exercicios fisicos.
Resumidamente nossa hipdtese & que as pessocas que praticam exercicios fisicos
possuam melhor condicionamento fisico e, consequentemente, um melhor controle da
pressao arterial e menor fator de risco de doencas cardiovasculares. Para a realizagéo
deste projeto serdo propostas as seguinies etapas: (a) Responderemos um guestionario
inicial para a cbtengio de informacgdes sobre habitos de vida, sobre sua percepcio de
qualidade de vida e, iremos esclarecer todas as suas ddvidas; (b) Avaliaremos sua
pressao arterial para verificar se esta alta ou normal; (c) Avaliaremos a composigao
corporal por um aparelho chamado DEXA que mede a porcentagem de gordura corporal,
porcentagem de musculo e a densidade mineral dssea; (d) Realizaremos uma avaliagao
para verificar o grau de rigidez da ariéria (vaso sanguineo) através de eletrodos colados
nos bragos e pernas; (e} Realizaremos um teste na esteira ergoméfrica para verificar o
nivel de condicionamento fisico atual. Faremos uma sessao de exercicio leve na esteira
ergométrica utilizando um aparelho que registra a frequéncia cardiaca; (f) Realizaremos
também uma colefa de sangue, em jejum de 12 horas para avaliar a quantidade de
gordura (colesterol, triglicérides, LDL e HDL) e de aglcar no sangue (glicose) e, ainda,
diversas substancias presentes no sangue e gue contribuem para controlar a pressio
arterial e, também, fazermos uma andlise genética para verificar uma pré-disposicio para
a hipertensio arterial. Uma segunda coleta de sangue. em dia diferente, também serd
realizada antes e depois da sessfo de exercicio fisico para verificar a variagdo dessas
substancias durante a realizacio do exercicio;

Apos essas avaliagbes, o(a) senhor{a) sera convidado a se engajar em um programa
regular de|exercicios fisicos promovido pelo projeto de extensao IDOSO ATIVO ou outra
instituigAo "parceira” neste projeto, como por exemple o SESC e a USP. Apds 4 meses de
participagao nesses projetos, todas as avaliagdes relatadas anteriormente serdo refeitas.

Desconfortos e riscos possiveis e os beneficios esperados: (a) Nas coletas de
sangue existe ha probabilidade de vocé sentir uma pequena dor proveniente da “picada”
da agulha e do seu brago ficar, por algum tempo, com uma mancha roxa apos a coleta de
sangue. E importante ressaltar que a coleta de sangue serd realizada com material
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descartavel, esterilizado e por uma profissional (biomédica) treinada neste tipo de coleta;
(b) Durante o teste na esteira pode ocorrer algum desconforto (cansago). Mas, todos
esses riscos serao minimizados, pois, a todo 0 momento, vocé sera acompanhado(a) por
um profissional de educacao fisica que Ihe fornecera todas as informagdes sobre o teste
que estara ocorrendo. Cabe ressaltar que este teste ndao € "maximo”, ou seja, vocé nao
precisara caminhar até ficar extremamente cansado(a); (c) Na avaliacdo de composi¢ao
corporal, o aparelho do DEXA emite uma quantidade muito pequena de radiagdo que
NAO oferece risco algum & sua saude; (d) Os riscos inerentes a participagéo no programa
de exercicio fisico serdao minimizados pois todas as atividades serao adequadas a sua
condicdo de saltde e de condicionamento fisico e vocé sera acompanhada a todo
momento por um profissional de educacao fisica.

Esclarecimentos: E importante que todas as suas dividas sejam esclarecidas antes de
sua participagao no estudo. Esta participagao nao € obrigatoria, mas sim voluntaria. Desta
forma, o(a) senhor(a) tera liberdade, a qualquer momento, de se recusar a continuar
participando da pesquisa e retirar o seu consentimento, sem qualquer penalizagdo ou
prejuizo. A participagao nesta pesquisa nao trara gastos nem beneficios financeiros e
todos os resultados das avaliagbes serao disponibilizados e explicados ao final da
pesquisa.

Confidencialidade: Todas as informagdes obtidas no estudo serdo confidenciais e o seu
nome nao sera divulgado em momento algum. Apenas terao acesso a essas informagoes
o{a) senhor{a) e o pesquisador responsavel. Ainda, toda e qualquer informagao sera
utilizada para fins académicos exclusivos deste projeto com a publicagdo em revistas
cientificas e apresentagdo em congressos. Ainda, cabe ressaltar que fodo o
armazenamento e manuseio do material biolégico coletado (sangue) estarao de acordo
com o Conselho Nacional de Salude e ao final da pesquisa, estes materiais serao
descartado de acordo com as normas do Laboratério de Residuo Biologico da Instituicao.

Informacdes do Responsavel pela Pesquisa: PROF DR. ANDERSON SARANZ ZAGO
/ Departamento de Educacac Fisica / UNESP / Pragca de Esportes - Av. Eng. Luiz
Edmundo Carrijo Coube, 14-01, CEP: 17033-360 - Bauru, SP

Fone: (14) 3103-6082 — ramal 9436

Informagdes do Comité de Etica: PROF DR. MARIO LAZARO CAMARGO
(coordenador) / Av. Eng. Luiz Edmundo Carrijo Coube, 14-01, CEP: 17033-360 - Baury,
SP / UNESP. Fone: (14) 3103-9400/ ceppesquisa@fc.unesp.br

Declaro que apoés esclarecido todas as davidas pelo pesquisador e ter entendido o
que me foi explicado, consinto em participar da presente pesquisa.

Assinatura do participante Prof Dr Anderson Saranz Zago
Pesquisador responsavel
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UNESP - FACULDADE DE

CIENCIAS CAMPUS BAURU - -W” o
JULIO DE MESQUITA FILHO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEFP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ANALISE COMPARATIVA DOS EFEITOS DO EXERCICIO FISICO AGUDO E
CROMNICO SOBRE 0S5 SISTEMAS BIOLOGICOS E NEURAIS ENVOLVIDOS NA
HEGULA(}AO DA PRESSAQ ARTERIAL E MNA FUN[}AG VASCULAR DE ADULTOS E
IDOS0OS COM DIFERENTES NIVEIS DE CONDICIONAMENTO FisICO

Pezquisador: Anderzon Saranz Zago

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-ze de pesquisa envolvendo Genéfica Humana gue ndo necessita de andlise
ética por parte da CONEP;);

Versdo: 1

CAAE: T8732617.2.0000.5398

Instituigio Proponente: UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA JULIC DE MESQUITA FILHO
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADODS DO PARECER

Hamero do Parecer: 2.422.919

Apresentagio do Projeto:

) projeto pretende realizar uma analise comparativa dos sistemas biologicos e neurais envolvidos na
regulagdo da pressao arterial e na fung@o vascular de adultos e idosos com diferentes niveis de
condicionamento fizsico, num momento de repouso e, avaliar como tais sistemas responderiam guando

submetidos ao exercicio fisico agudo e crénico (apos 4 meses de exercicio).

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo geral deste projeto de pesquisa & realizar uma analise comparativa dos 3 sistemas biologicos e
neurais envolvidos na regulagio da pressdo arterial e na fungio vascular de adultos e idosos com diferentes
niveis de condiciomamento fisico, num momente de repouso, guando submetidos ao exercicio fisico agudo
e, apds 4 meses de participagdo num programa regular de exercicios fisicos.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Rizcos:(a) Mas coletas de sangue existe ha probabilidade de e sentir uma peguena dor proveniente da
“picada” da agulha e do brago ficar, por algum tempo, com uma mancha roxa apés a coleta de sangue; (b)
Durante o teste na esteira pode ocorrer algum desconforto (cansago); (c) Na

Enderego: Av. Luiz Edmundo Camijo Coube, n® 14-01

Bairro: CENTRO CEP: 17.023-360
UF: 5P Municipio: BAURL
Tekefone: [14)3103-2400 Fam: (14)2903-B400 E-mail: cepesquisa@fcunesp.br
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JULIO DE MESQUITA FILHO

Confnuagdo do Parecer; 2.432 519

avaliagBo de composigBo corporal, o aparelhe do DEXA emite uma quantidade muite peguena de radiagdo

gue NAD oferece risco algum & sua sadde; (d) Os riscos inerentes a participagdo no programa de exercicio

fisico serfo minimizados pois todas as atividades serfo adequadas a sua condigdo de salde e de

condicionamento fisico & vocé serd acompanhada

a todo momento por um profissional de educagdo fisica.

Beneficios: conhecer a atual condigdo de sadde do participante. A participagdo no programa de exercicios

fizsicos trara beneficios em virtude da pratica dos exercicios.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Se as hipoteses do pesquisador forem confirmadas sera possivel concluir gue manter bons niveis de

condiciomamento fisico & imprescindivel para a manutengdo da pressdo arterial em niveis normais e para

preservar a fungo endotelial.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:
O TCLE esta claro e com todos os itens necessarios.

Recomendagbes:

Mada a recomendar

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Mada a acrescentar.

Congideragdes Finais a critério do CEP:

Projeto considerado aprovado por estar em conformidade com os pardmetros legais, metodologicos e éticos

analizados pelo colegiado.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situagdo
Informagdes Basicas PB_INFDHMAQ&ES_B;&SICAS_DO_P 0411052017 Aceito
do Projeto ROJETO 1007702 pdf 19:29:37
Folha de Rosto FRosto.pdf 0412017 |Anderson Saranz Acsito

18:58:24 |Zago
TCLE [ Termos de | TCLE.pdf 03M0/2017 |Anderson Saranz Aceito
Assentimento | 08:22:42 |Zago
Justificativa de
Auszéncia
Projeto Detalhado /| Projeto.pdf 03M0/2017 | Anderson Saranz Aceito
Brochura 08:22:17 | Zago
Investigador

Enderego: Aw. Luiz Edmundo Camijo Coube, n® 14-01

Bairro: CENTRO CEP:
UF: 5P Municipio: BAURU
Telefone: [14)3103-2400 Fax: (14)2103-0400 E-mail: cepesquisa@fcunesp.br

52



UNESP - FACULDADE DE
CIENCIAS CAMPUS BAURU - W"'ﬂ‘.
JULIO DE MESQUITA FILHO

Consnuaglo do Parecer: 2.422.818

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Néo

BAURU, 07 de Dezembro de 2017

Assinado por:

Mario Lazaro Camargo
(Coordenador)

Enderego: Av. Luz Edmundo Camijo Coube, n® 14-01
Bairro: CENTRO CEP: 17.033-360
UF: SP Municipio: BAURU

Telefone: (14)2102-2400 Fax: (14)3103-08400 E-mail: cepesquisa@fc.unesp.br
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APENDICE C - Anamnese

ANAMNESE — PROJETO IDOSO ATIVO CADASTRO
IDENTIFICACAO Data:
MNome Paciente:
Data Nascimento: J / [dade: Sexor( )
Etnia: ( ) Indio( ) Branco ( )Negro( )Pardo( ) Amarelo
Endereco:
Bairro: , Cidade: , CEP:

Telefone Residencial () -

Telefone Celular { ) -

Contato de Emergéncia({ )

E-mail:

Grupo:

PRATICA EXERCICIO FISICO ATUALMENTE? ( ) Sim ( ) Nio

Se SIM, ha quanto tempoa?

{ J=tmeses{ }Ate ] ano( JAte 5 anes( JAte 10 anos { )= 10 anes Anos)

Ha supervizio de um profissional? { 3 Smm JNio

TIPO: ! FREQUENCIA: x/semana / DU'_R_.L'LC.:-ED: min'sessdo.
TIPO: ! FREQUENCTA: x'semana | DU'ELA(;;fLO: min'sessio.
TIPO: ! FREQUEHNCTA: x/semana / DURACAO: min'sessio.
TIPO: ! FREQUENCIA: x'semana / DURACAQ: min/zessao.

TRIAGEM DE SAUDE

SINTOMAS

{ ) Dor no peito (angma)

{ JFalta de ar {(dispmeaz)

{ ) Tagquicardia

( ) Quando fica nervoso, sente algo diferente 7

FATORES DE RISCO

{ ) Colestercl Elevado

{ ) Tnglhecerideos Elevado

( ) Hipertensio Arterial

{ ) Diabetes { 1 Tipe I/ ) Tipe II
{ ) Sedentarisme

{ ) Estresse

CIRURGIAS:

( ) Obesidade

ENFEEMIDADES

{ ) Comvulsdes

{ ) Dores de Cabega Frequente

() Infarto do Miocardio

{ ) Acidente Vascular Cerebral

{ ) Insuficiéncia Cardiaca Congestiva
{ ) Cancer
( ) Hiperirecidizmo
( ) Estados Alergicos
{ ) Depressao

{ ) Labuwmtite

() Outras:

HA QUANTO TEMPO:

MENOPAUSA:

REPOSICAOQ HORMONAL: ( )sim/( )ndo /HA QUANTO TEMPO:

TABAGISMO ( ) Sim ({ ) Nio

HA QUANTO TEMPO:

{ Menos de 6 meses [ JAte | ano { }At8 5 anos{ JAté 10 anos [ ) Mais de 10 anes

Se MAD, mas ja furmen, quante tempo parou 7

({ Menos de 6 meses { JAte ]l ano { )AL 5 anos{ JAté 10 ames () Mais de 10 anes

INCESTAO DE BEBIDA ALCOOLICA ( ) Sim ( ¥3e

{ ) Dianamente vezes no dia
{ ) Semanalments VeZes 0d Semand

{ ) Apenas aos fins de semana
{ ) HNuneca



TERAPEUTICA

MEDICAMENTOS FINALIDADE

X ao dis
DOSE (mg) ao s

M| T N

Apresenta alguma reagio adversa ac medicamento? Ex: nausea, dor de cabeca, indizestao? Se SIM, descreva:

AVALTACAD SOCIOECONOMICA

Chantdade que

Passm

Itens de Conforto

Mio Possm 1 2 I+

Chuantidade de automovels de passelo exclusivamente para uso particular

(uantidade de empregados mensalistas, considerando apenas os que
trabalham pelo menos cinco dias por semana

Chuantidade de maquinas de lavar roupa, excluindo tanqunbe

(uantidade de banhewros

DVD, incluindo qualquer dispositive que leta DVD & desconsiderando DV
de aufomovel

(uantidade de gelademas

Cuantidade de freszers independentes ou parte da geladewra duplex

Chuantidade de microcomputadores, considerando computadores de mesa,
laptops. notebooks e netbooks & desconsiderando tablets, palms ou
smartphones

Chuantidade de lavadora de lougas

(uantidade de formos de micro-ondas

Chuantidades de motocicletas, desconsiderande as wsadas exclusivamente para
uso profissional

Chuantidade de magquinas secadoras de roupas, considerando lava e seca

A agua utilizada neste domicilic provem de:

! Rede geral de distribuigio Consziderando o trecho da rua do sen
2 Pogo ou nascente domicilio, vocé diria que a rua &
3 Clutre meio 1 AsfaltadaPavimentada

2 Temra'Cascalho

(haal é o grau de instrucdo do chefe da famiha? Considere como chefe da famihia a pessoa que contnb com 2 maior

parte da renda do domueilio.

{ ) Apalfabeto { ) Medio completo
{ ) Fundamental incompleto { ) Supenor mmcomplsto
{ ) Fundamental completo { ) Superior completo

{ ) Meadio meompleto
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APENDICE D - Exercicio Fisico Agudo

Exercicio Fisico Agudo

Apb6s um periodo de aquecimento (5 minutos de caminhada leve), os participantes
realizaram uma caminhada em esteira ergométrica a uma intensidade entre 40-60% do VO,msx COM
duracdo de 40 minutos. Em seguida, a intensidade do exercicio foi gradativamente reduzida (1
minuto de caminhada leve). A FC referente a intensidade do VO,msx foi calculada a partir dos dados
de VO,msx € FC, obtidos no teste ergométrico subméximo, por meio de regressao linear entre essas
duas variaveis, sendo possivel elaborar uma equacdo de predicdo e uma relacdo linear entre FC e
VO;max durante o teste (BOT; HOLLANDER, 2000).

Cabe ressaltar que a intensidade de 40-60% do VO,msx foi escolhida, pois tem sido relatado
na literatura que exercicios de baixa a moderada intensidade (40-60% do VO,msx ) acarretam
melhores resultados para o controle da PA quando comparados com exercicios de maior
intensidade. Além da intensidade, o tipo de exercicio escolhido também esta de acordo com o
preconizado pela literatura, sendo os exercicios fisicos aerébios os mais indicados e eficazes como
terapia alternativa (ou concomitante com a terapia farmacoldgica) para o tratamento de hipertensdo
leve ou moderada (PESCATELLO et al., 2004).



