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RESUMO

O objetivo deste estudo foi verificar a influéncia do polimorfismo da posigdo -786T>C do
gene da eNOS sobre as respostas pressoricas e as concentragdes plasmaticas de nitrito/nitrato
em mulheres no climatério normotensas e hipertensas submetidas ao exercicio fisico aerébio
por 6 meses. Vinte e oito voluntarias normotensas e vinte e oito voluntarias hipertensas idade
51+4 e 59+2 anos respectivamente participaram deste estudo. Os parametros antropométricos
(peso corporal, indice de massa corporal - IMC e circunferéncia abdominal - CA)
cardiovasculares (consumo maximo de oxigénio — VO2max, pressao arterial sistélica — PAS,
pressao arterial diastélica - PAD e frequéncia cardiaca - FC) e bioquimicos (concentragdes de
nitrito/nitrato — NOX") foram analisados no inicio e ap6s 6 meses de treinamento fisico
aerobio. Além disso, também foi realizada a analise do polimorfismo para a posi¢édo -786T>C
do gene da eNOS. O programa de treinamento fisico aerdbio foi realizado com frequéncia de
3 vezes por semana, duracdo de 30-40 minutos, intensidade entre 50% a 70% da frequéncia
cardiaca de reserva por um periodo de 6 meses. Para as analises sem divisdo pelo genétipo
para a posicdo -786T>C do gene da eNOS, ndo foram observadas diferencas significativas
tanto para as normotensas quanto para hipertensas em relagdo ao peso corporal, IMC, CA e
VO2max. Por outro lado, foram observadas diferencas significativas para a PAS, PAD e
NOX". Quanto a divisdo genotipica para a posi¢cdo -786T>C, em relacdo as voluntarias
normotensas, observou-se para o grupo nao polimorfico (TT) alteragGes significativas para a
PAS, PAD e NOX'. Ja para as voluntarias polimérficas (TC+CC), ndo observou-se alteragédo
significativa da PAS, porém, verificou-se alteracdo significativa para a PAD e NOX". Em
relacdo as voluntarias hipertensas, ndo observou-se alteracéo significativa em relacdo a PAS
tanto para o grupo TT quanto para o grupo TC+CC. Por outro lado, para a PAD e NOX
verificaram-se alteraces estatiscamente significativas tanto para o grupo TT quanto para o
grupo TC+CC. O polimorfismo para a posicdo -786T>C do gene da eNOS minimiza os
efeitos benéficos do treinamento fisico aerébio sobre a reducdo da pressdo arterial e
incremento das concentragdes de NOX™ em mulheres no climatério.

Palavras Chave: Polimorfismo. Presséo arterial. Treinamento Fisico. Climatério.



ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the influence of eNOS gene polymorphism at -786T>
C position on blood pressure responses and plasma concentrations of nitrite/nitrate in
climateric normotensive and hypertensive women submitted to aerobic physical exercise for
six months. Twenty-eight normotensive volunteers and twenty-eight hypertensive volunteers
age 51 + 4 and 59 + 2 years respectively were elegible to this study. Anthropometric
parameters (body weight, body mass index - BMI and waist circumference - WC)
cardiovascular parameters (maximum oxygen uptake - VO2max, systolic blood pressure -
SBP, diastolic blood pressure - DBP and heart rate - HR) and biochemical (nitrite / nitrate
concentration — NOX") were measured at baseline and after 6 months of aerobic exercise. In
addition, the analys of eNOS gene polymorphism at -786T>C position was accomplished. The
program of aerobic exercise was conducted with frequency of three times a week, duration
30-40 minutes, intensity from 50% to 70% heart rate reserve for a period of six months. For
analysis without division by genotype for eNOS gene polymorphism at -786T> C position, no
significant differences were observed for both normotensive and hypertensive in relationship
to body weight, BMI, and VO2max. Moreover, significant differences were observed for
SBP, DBP, and NOX. As the division to eNOS gene polymorphism at -786T> C position,
compared to normotensive volunteers, we observed for the group non-polymorphic (TT)
significant changes in SBP, DBP and NOX. As for the volunteers polymorphic (TC + CC),
there was no significant change in SBP, however, there was significant change in the DBP
and NOX. Regarding the volunteers with hypertension, there was no significant change in
relationship to SBP for both the TT group and for the TC + CC group. Moreover, for DBP
and NOX' there were significant changes to both the TT group and for the TC + CC group.
The polymorphism for position-786T> C in the eNOS gene reduces the beneficial effects of
aerobic exercise on reducing blood pressure and increase the concentration of NOX" in
climacteric women

Keywords: Polymorphism. Blood Pressure. Exercise Training. Climateric.
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1. INTRODUCAO

Estudos epidemioldgicos mostram aumento significativo na incidéncia de
hipertensdo arterial em mulheres no climatério, sendo seus valores similares aos dos homens
quando comparados para este momento (AMERICAN HEART ASSOCIATION, 2010).
Entretanto, os mecanismos celulares e/ou moleculares que desencadeiam o0 aumento da
incidéncia da hipertensdo arterial em mulheres nessa fase da vida ainda permanecem
desconhecidos. Uma variedade de fatores parece contribuir para esta elevacdo, entre eles
destacam-se deficiéncia de estrdgenos, aumento do estresse oxidativo, disfuncdo endotelial,
alteracdes no perfil lipidico e aumento no ganho de peso corporal (COYLEWRIGHT et al.,
2008).

A hipertensdo arterial sisttmica (HAS) é uma doenca crbnica e degenerativa de
etiologia poligénica e multifatorial, caracterizada pela presenca de niveis tensionais elevados,
sendo considerada, um dos mais importantes fatores de risco para o desenvolvimento de
outras doengas cardiovasculares (DCVs) (NEGRAO & BARRETO, 2006).

Os polimorfismos séo caracterizados por substituicdo, insercdo ou mesmo delecéo de
unicos ou mdltiplos nucleotideos no DNA e podem ocorrer nas mais diversas regides do
genoma humano, como: regides regulatorias (controle da atividade e expressdo génica);
regides codificantes (codificadoras de proteinas) regides dos introns (separam regides
codificantes ou éxons em um gene) ou mesmo regides inter-genes, sendo estes classificados
como selvagens (wild type) quando apresentam uma sequéncia comum, ou, raro (rare) quando
apresentam variancia alélica rara (DALY & DAY, 2001; BALASUBRAMANIAN et al.,
2004). Dentre estes polimorfismos, pode-se destacar o polimorfismo da regido promotora
(posicdo -786T>C) do gene da sintase do éxido nitrico endotelial (eNOS), pois trabalhos
prévios mostraram que este polimorfismo esta associado a menor expressao génica, atividade
enzimatica e concentragfes de NOX (MIYAMOTO et al., 1998; CATTARUZZA et al.,
2004), estando este polimorfismo associado ao desenvolvimento de DCVs, como a doenca
arterial coronariana, infarto do miocardio e HAS (CASAS et al., 2006).

Por outro lado, a prética regular de exercicio fisico tem sido recomendada como
terapia alternativa ou concomitante com a terapia farmacol6gica no tratamento da HAS
(AMERICAN COLLEGE OF SPORTS MEDICINE, 2004). Dados experimentais mostram
que a reducdo da pressdo arterial apos treinamento fisico aerébio é maior em individuos
hipertensos quando comparado aos individuos normotensos, tanto em seres humanos quanto
em modelo animal. A redugdo dos valores de pressdo arterial sistélica (PAS) e diastdlica
(PAD) decorrente de atividade fisica varia de 18-20 mmHg (A) e de 7 — 9mmHg (A),
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respectivamente, em humanos com hipertensdo leve ou moderada. Em individuos
normotensos, a reducdo é de 8-10 mmHg (A) para a pressdo sistolica e de 3-5 mmHg (A) para
a pressdo diastolica (DUNCAN et al., 1985; KENNEY & SEALS, 1993; HAGBERG et al.,
2003). Até o presente momento, poucos trabalhos buscaram avaliar a interacdo entre o
treinamento fisico aerébio e os polimorfismos do gene da eNOS. Trabalho prévio mostrou
que os individuos polimorficos para a posicdo -786T>C apresentavam melhor resposta
hipotensora frente a uma sessdo aguda de exercicio fisico aerdbio quando comparado aos seus
pares ndo polimorficos (AUGERI et al., 2009). Por outro lado, outro estudo verificou que o
treinamento fisico aerobio de 4 semanas ndo resultava em melhora na vasodilatagdo
dependente do endotélio em individuos polimoérficos para a posicdo -786T>C do gene da
eNOS (ERBS et al., 2003). Dessa forma, além de escassos, 0s trabalhos apresentam
resultados conflitantes quando se avalia a interacdo entre o exercicio fisico aerdbio e a
presenca de polimorfismo da posicdo -786T>C do gene da eNOS. Além disso, esses trabalhos
foram realizados de forma aguda (uma Unica sessdo de exercicio fisico) ou por um periodo
curto de treinamento fisico aerdbio (1 més).

Assim, nossa hipétese inicial foi que mulheres hipertensas que apresentavam
polimorfismo para o gene da eNOS para a posi¢do -786T>C seriam refratarias a hipotensdo
apos exercicio fisico ou teriam menor reducdo nos valores de pressdo arterial quando
comparadas aquelas sem polimorfismo. Portanto, o objetivo deste trabalho foi correlacionar a
presenca de polimorfismo no gene da eNOS na posicdo -786T>C e a resposta pressorica em
mulheres normotensas e hipertensas em resposta ao exercicio fisico aerébio por 6 meses e a
concentracdo plasmatica de NOX'.

Este estudo apresenta grande relevancia dentro da area de saude publica, uma vez
que associa 0s conhecimentos existentes na area de ciéncias basicas (endotélio e sintese de
oxido nitrico) e ciéncias aplicadas (resposta de um programa de exercicio fisico para mulheres

hipertensas e normotensas no climatério).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Hipertensdo Arterial Sistémica

A HAS é uma doencga cronica degenerativa de etiologia multifatorial e poligénica,
caracterizada pela presenca de niveis tensionais elevados normalmente associados a alteragdes
metabdlicas, hormonais e fenémenos tréficos (hipertrofias cardiaca e vascular), sendo
considerada um dos mais importantes fatores de risco para o desenvolvimento das DCVs. A
HAS apresenta custos médios e socioecondmicos elevados, decorrentes principalmente de
lesbes em Orgdos alvos tais como: coracdo, cérebro, vasos sanguineos, rins e retina
(NEGRAO & BARRETO, 2006).

Segundo a V Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo Arterial (2006) a classificacdo da

pressao arterial para individuos maiores de 18 anos € dada conforme a tabela que segue

abaixo.

Classificacao Pressao sistolica (mmHg) Pressao diastolica (mmHg)
Gtima <120 <80

Normal <130 < 85

Limitrofe 130-139 85-89
Hipertensdo estgio 1 140-159 90-99
Hipertensdo estagio 2 160-179 100-109
Hipertensdo estagio 3 =180 =110
Hipertensdo sistdlica isolada =140 < 90

Quando as pressoes sistolica e diastolica de um paciente situam-se em categorias diferentes, a maior deve ser utilizada para classificagdo da pressdo arterial.

Figura 1. Classificagdo da Pressdo Arterial (SBH, 2006).

Estima-se que cerca de 1 bilhdo de individuos apresentem HAS em todo mundo,
sendo esta patologia responsavel por aproximadamente 7,1 milhdes de Obitos por ano
(CHOBANIAN et al., 2003). Desses hipertensos, cerca de 50% estdo entre a faixa etéria de 60
e 69 anos e ¥ destes, acima de 70 anos (DOREA & LOTUFO, 2004). Segundo dados do
American Heart Association (2010) a HAS atinge cerca de 74 milhdes de pessoas nos EUA,
sendo que uma em cada trés pessoas adultas apresenta esta patologia. Os homens apresentam
uma prevaléncia maior de HAS quando comparados as mulheres até os 45 anos de idade.
Entretanto, apos este periodo, as mulheres apresentam valores similares ou até maiores desta
prevaléncia (veja figura 2 para detalhes). A maior prevaléncia da HAS representa um fator de
risco independente, linear e continuo para as DCVs (LEWINGTON, 2002).
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Figura 2. Prevaléncia da Hipertensdo Arterial Sistémica segundo o American Heart Association,
2010.

No Brasil, estudos realizados em algumas cidades mostram prevaléncia de HAS em
torno de 22,3% a 43,9% da populacdo, sendo esta considerada um dos principais fatores de
risco de morbidade e mortalidade cardiovascular, representando alto custo social, uma vez
que é responsavel por cerca de 40% dos casos de aposentadoria precoce e absenteismo no
trabalho. (V DIRETRIZES BRASILEIRAS DE HIPERTENSAO ARTERIAL, 2006).

Diversos fatores de risco estdo associados ao desenvolvimento da HAS sendo os
principais: obesidade, dislipidemias, ganho de peso, dieta rica em sal, altera¢cdes nos niveis
hormonais e sedentarismo, especialmente entre as mulheres apds a menopausa (SIMKIN-
SILVERMAN et al., 1995, 2003; AMERICAN COLLEGE OF SPORTS MEDICINE, 2004;
BLOCH et al., 2006). Particularmente, os individuos sedentarios apresentam um risco
aumentado de aproximadamente 30% maior para o desenvolvimento da HAS do que os
individuos ativos (V DIRETRIZES BRASILEIRAS DE HIPERTENSAO ARTERIAL, 2006).

2.2 Oxido Nitrico (NO)
Atualmente sabe-se que as células endoteliais sdo responsaveis pela sintese, pelo
metabolismo e pela liberacdo de grande variedade de mediadores que regulam o tonus

vascular, a permeabilidade vascular, o metabolismo de substancias enddgenas e exdgenas, e a
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atividade plaquetaria e leucocitaria (VANHOUTTE, 2003; ZANESCO & ANTUNES, 2005).
As substancias produzidas pelo endotélio podem ser divididas entre agentes vasodilatadores
como: prostaciclina (PGIy), éxido nitrico (NO) e o fator hiperpolarizante derivado do
endotélio (EDHF) e agentes vasoconstritores como: endotelinas, prostaglandina H, (PGHy),
tromboxano A; (TXA,), e as espécies reativas de oxigénio (EROs). _Dentre esta variedade de
substancias, o NO merece atengdo especial devido ao seu papel no controle da presséo
arterial, sendo um potente agente vasodilatador. Enzimas conhecidas como sintases do NO
(NOS), as quais sé@o divididas em dois grandes grupos, as isoformas constitutivas (eNOS-
endotelial e nNOS-neuronal) e a isoforma induzivel (iINOS). As NOS sdo capazes de catalisar
a oxidacdo do nitrogénio terminal do grupamento guanidino da L-arginina formando NO e L-

citrulina (Figura 3).

Figura 3. Formacdo do NO através da catalisacdo da enzima NOS de Zago & Zanesco
(2006).
Uma vez liberado, o NO difunde-se rapidamente da célula geradora para a célula

alvo, onde interage com o grupamento heme da guanilato ciclase soltvel (GCs) estimulando
sua atividade catalitica, levando a formagdo de monofosfato ciclico de guanosina (GMPc),
que por sua vez, diminui os niveis intracelular de célcio Ca®* (Figura 4). Os mecanismos
pelos quais a via NO/GMPc induz a vasodilatacdo incluem inibigéo da geracdo do inositol-

1,4,5-trifosfato (IP3), aumento do sequestro de Ca’* citosélico, desfosforilagdo da cadeia leve
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de miosina, inibicdo do influxo de Ca?*, ativacdo de proteina quinase G, estimulacéo da Ca**
ATPase de membrana e abertura de canais de K" (IGNARRO et al., 1987; IGNARRO, 2002).

Ambas, eNOS e nNOS, sdo estimuladas por uma cascata bioquimica dependente ou
independente de fons Ca®* e calmodulina, e liberam o NO por curtos periodos de tempo.
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), (MOMBOULI & VANHOUTTE,
1999; MONCADA et al., 1991; VANHOUTTE, 2003). Essas isoformas séo codificadas por
trés diferentes genes localizados em trés cromossomos distintos (MONCADA, 1997; BUSSE
et al., 1993).

A INOS ¢ ativada por determinados estimulos patoldgicos, tais como
lipopolissacarideos bacterianos (LPS) e citocinas, incluindo a interleucina-1(IL-1) e fator de
necrose tumoral a (TNF-a). E ativada independentemente do complexo Ca®* e calmodulina, e
libera grandes quantidades de NO por periodos de tempo relativamente longos (MONCADA
etal., 1991).

As células endoteliais sdo altamente sensiveis a estimulos quimicos advindos de
agonistas como a acetilcolina, bradicinina e histamina que promovem a ativacdo da eNOS
aumentando a producdo de NO, e também por estimulos fisicos. Especificamente, a forca
fisica resultante da variacdo do fluxo sanguineo (shear stress) é considerada um dos mais
importantes estimulos fisicos para a célula endotelial produzir NO e EDHF. O aumento na
forca de cisalhamento estimula mecanossensores presentes nas células endoteliais que podem
ser as proteinas G, os canais ibnicos, as juncdes intercelulares, as integrinas ou os lipideos de
membrana que captam as alteracGes de tensdo sobre a parede celular e convertem os estimulos
mecanicos em estimulos quimicos para a ativacdo da eNOS, independente de Ca®*. A
capacidade das células endoteliais de perceber e responder as mudancas no fluxo sanguineo é
fator essencial na regulagdo do tono vascular, e envolve a ativagdo de fatores de crescimento
celular, promovendo o remodelamento da parede arterial e a manutencdo da integridade do
endotélio (FISHER et al., 2001; HIGASHI & YOSHIZUMI, 2004; KOJDA &
HAMBRECHT, 2005).
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Figura 4. Mecanismo de agdo do ¢xido nitrico e relaxamento do mdsculo liso vascular, de
ZANESCO & ZAROS, 2009).

2.3 Estrutura do Gene da eNOS

O gene da eNOS esta localizado no cromossomo 7 (Gen Bank D26607), mais
especificamente no longo brago do cromossomo, na regido 7g35-36, apresentando este um
comprimento gendmico de 4.4kb compreendendo 25 introns e 26 éxons, responsavel pela
sintese de um RNA mensageiro (RNAm) de 4052 nucleotideos. A codificacdo do gene da
eNOS, leva a formacdo de uma enzima de cadeia polipeptidica contendo 1203 aminoé&cidos e
um peso molecular de 135-kD. (MARSDEN et al., 1993). Em relacdo a regido promotora, foi
observada a auséncia da regido regulatoria “TATA box” e verificado a presenca de um sitio
de ligacdo rico em CG localizado proximo ao sitio inicial da transcricdo chamado de SP1.
Além deste, outro sitios de ligacdo foram observados como: GATA, AP-1, AP-2, NF-1, CF-1,
metal pesado, PEA-3 e shear stress, onde se observa uma complexa interacdo entre os fatores
de transcri¢do (SP1, variantes SP3, Ets-1, EIf-1 e MAZ) na regulacéo transcricional da regido
promotora do gene da eNOS (SEARLES, 2006).

A enzima eNOS consiste-se em um dimero, formado por dois monémeros idénticos
(figura 5), que podem ser funcional e estruturalmente divididos em dois dominios: um
dominio redutase C-terminal (Carboxy-terminal reductase) e um dominio oxigenase N-
terminal (amino-terminal oxygenase). O dominio C-terminal contém sitios de ligacdo para
NADPH, FAD e FMN, e o dominio N-terminal para a L-arginina e BH,4 Além disso, entre
esses dominios é observado o sitio de ligacdo para a calmodulina, que apresenta papel
fundamental na regulagdo da enzima (STUEHR, 1997; ANDREW & MAYER, 1999).
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Figura 5. Regido promotora do gene da eNOS, o RNAm e a enzima eNOS.

2.4 Expressdo, Estabilidade e Atividade da eNOS
A regulacdo transcricional do gene da eNOS é mediada por uma complexa interacdo de
diferentes fatores (LI, WALLERATH & FORSTERMANN, 2002), como:

i) fatores de crescimento (fator de crescimento dos fibroblastos [Fibroblast Growth
Factor - FGFb], fator transformador do crescimento [Transforming Growth Factor —
TGEFB], fator de crescimento vascular endotelial [Vascular Endothelial Growth Factor —
VEGF] e o fator de crescimento derivado de plaquetas [Platelet-Derived Growth
Factor — PDGF));

i) liberacdo de hormonios (estrogénio, insulina, angiotensina Il e endotelina-1);

iii) componentes como a lisofasfatidilcolina, responsaveis por aumentar a expressao da
eNOS. Por outro lado, as citocinas como o TNFa, a IL-1, LDL oxidado (oxLDL) e os

LPS estdo relacionados com a diminuicéo da expressdo da eNOS.

Em nivel pds transcricional, a eNOS também é regulada por diversas substancias,

sendo estes: TNFa, LPS, estatinas, trombina, Rho GTPases, filamentos de actina, VGEF,
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oxLDL, produtos avancados de glicosilacdo (AGES), anfotericina, glicocorticoides, hipoxia e
o estatus de proliferacdo celular (LI, WALLERATH & FORSTERMANN, 2002), veja figura
6 para detalhes.

Em relacdo a sua atividade, a eNOS € regulada por diferentes substancias e co-
fatores envolvidos em seu mecanismo de sinalizagdo intracelular como: o complexo célcio
calmodulina (Ca?* /CaM), caveolina-1 (CAV-1), dimetil arginina assimétrica (Asymmetric
Dimethylarginine, ADMA) e a HSP (heat shock protein, Hsp90), fosforilacdo de proteinas
quinases ou fosfatases (Fosfatidilinositol-3 quinase [Phosphoinositide-3 kinases - PI3K],
proteina quinase B ou Akt [Protein Kinase B or Akt], proteina quinase A [ Protein Kinase A —
PKA], proteina quinase ativada por AMP [AMP-actived protein kinase - AMPK], proteina
quinase ativada por mitégeno [Mitogen-Actived Protein Kinase - MAP], sendo estas proteinas
fosforiladas em residuos proteicos Serina/Treonina); através da acilagdo dos cofatores e
substratos celulares como a BH4, Fe', FAD, FMN e NADPH e, por fim, através da
localizacdo subcelular (caveolina, Golgi e elementos citosolicos), (BERNIER, HALDAR &
MICHEL, 2000; FLEMING &, BUSSE, 2003).

Em condicdes basais, a eNOS é mantida em estado inativo por diversos mecanismos
independentes, os quais podemos destacar: a CAV-1 (considerada o principal regulador que
interage com a eNOS reprimindo a sua atividade), um elemento autoinibitdtio (um residuo de
~50 aminoéacidos) presente no dominio de ligacdo para a FNM o qual impede a interacdo da
CaM com a eNOS, algumas proteinas G ligadas a receptores como o receptor de bradicinina
(B2), o receptor da angiotensina Il (AT1) e o receptor da endotelina-1 (ETb) e a proteina
NOSIP demonstrada estar regulando negativamente a translocacdo e atividade da eNOS.
Evidéncias mostram que a bradicinina estimula a fosforilagdo (no residuo tirosina) do receptor
B2, promovendo uma dissociacdo da eNOS com este receptor, aumentando assim a producédo
do NO (BOO & JO, 2003). Por outro lado, além do complexo Ca*?/CaM, outras proteinas
existem interagindo com a eNOS regulando sua atividade positivamente, entre elas: a proteina
HSP90, que foi inicialmente demonstrada como uma proteina tirosina fosforilada associada a
eNOS (ENAP), a proteina dynamin 2 (uma proteina de ligagdo ao GTP), e a proteina porin
(um canal de voltagem anion dependente), (BOO & JO, 2003), veja figura 6.
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Figura 6. Fatores reguladores da expressdo génica e atividade da eNOS, assim como da
biodisponibilidade do NO.

2.5 Biodisponibilidade do Oxido Nitrico

As espécies reativas de oxigénio, também chamadas de radicais livres de oxigénio
sdo atomos, ions ou moléculas que contém oxigénio com um elétron ndo pareado em sua
Orbita externa. Estes sdo caracterizados por grande instabilidade, e por isso apresentam
elevada reatividade, e tendem a ligar o elétron ndo pareado com outros presentes em
estruturas proximas de sua formacdo, comportando-se como receptores (oxidante) ou como
doadores (redutores) de elétrons (KOURY, 2003; ANDRADE et al., 2005). As principais
espécies reativas de oxigénio sdo o anion superoxido (O), o radical hidroxila (OH"), o
peroxido de hidrogénio (H,0,), e o peroxinitrito (ONOQ"). Estes radicais sdo formados por
atividade enzimatica intra e extracelular, sendo a xantina oxidase, o citocromo P450, a via da
cicloxigenase, a eNOS desacoplada e a NADPH oxidase, as principais enzimas envolvidas
neste processo (PARAVICINI & TOUYZ, 2008).

Diversos trabalhos tem mostrado que a reducdo da biodisponibilidade do NO ¢é

considerado fator fundamental para o desenvolvimento de DCVs, como aterosclerose, HAS,
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hipercolesterolemia, trombose, diabetes mellitus e doencas cerebrovasculares (TOUYZ &
SCHIFFRIN, 2004; NAPOLI et al., 2006). A reacdo do O," com o NO, considerado fator
fundamental na reducdo da biodisponibilidade do NO, resulta na formacdo de uma molécula
altamente instavel, o OONO’, capaz de oxidar proteinas, lipidios e acidos nucléicos,
provocando danos celulares por meio da ativacdo do fator nuclear kappa B (NF-kB), fatores
de crescimento, e de citocinas, que por sua vez desencadeiam alteragOes estruturais e
funcionais, como o remodelamento vascular, aumento da deposi¢do de proteinas da matriz
extracelular, aumento do processo inflamatério e da permeabilidade endotelial nos tecidos
envolvidos (BECKMAN & KOPPENOL, 1996).

Por outro lado, as enzimas antioxidantes comp&em a principal linha de defesa aos
componentes oxidantes produzidos pelo organismo. Dentre as enzimas antioxidantes
presentes no tecido vascular, temos a catalase (CAT), a glutationa peroxidade (GSH-Px) e
mais trés tipos de superoxido dismutase (SOD), sendo a SOD-1 dependente de Cu/Zn,
presente no nucleo e no citosol, a SOD-2 dependente de Mn, presente na mitocondria e a
SOD-3 dependente de Cu/Zn, presente na matriz extracelular. O papel da enzima SOD &
promover a dismutacdo do O, formando assim o H,O,. As enzimas CAT e a GSH-Px
promovem a eliminacdo de H,O,, promovendo assim a formag&do de 4gua, mantendo 0s niveis
de EROS reduzidos no organismo. O perfeito equilibrio entre as enzimas antioxidantes e a
formacdo de EROS é fator determinante para a integridade celular, pois a SOD, CAT e
GSHPx evitam o acimulo das moléculas altamente reativas de oxigénio, evitando o dano
celular (SCHNEIDER & OLIVEIRA, 2004).

2.6 MutacOes Genéticas e os Polimorfismos.

As mutacBes génicas sao classificadas como alteragdes naturalmente observadas na
sequéncia do DNA, sendo essas caracterizadas por substituicdes, inser¢cbes ou mesmo
delecdes de nucleotideos. Os polimorfismos diferem-se das mutacGes génicas devido a sua
frequéncia observada na populacdo. Classicamente, as mutagdes génicas sao caracterizadas
por apresentarem frequéncia populacional < 1%, resultando normalmente em uma patologia;
ja os polimorfismos sdo caracterizados por apresentarem frequéncia populacional >1%, néo
resultando em patologias. Entretanto, recentes trabalhos tém mostrado que este classico
conceito apresenta algumas limitac6es, uma vez que nem todas as mutacfes génicas resultam
em doencas, e alguns polimorfismos apresentam-se funcionalmente importantes, podendo

estes estar envolvidos na fisiopatologia de algumas doencas.
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Os polimorfismos apresentam-se normalmente em: i) polimorfismos de Unico
nucleotideo (single nucleotide polymorphism - SNP), caracterizados por inserces ou delecbes
de Unicos ou multiplos nucleotideos, ii) um varidvel nimero de repeticdes em tandem
(variable number tandem repeats - VNTR) caracterizados por pequenas sequéncias de
nucleotideos (10 a 100 pb) que se repetem até centenas de vezes em uma sequéncia de DNA
(BALASUBRAMANIAN et al., 2004).

Os polimorfismos localizam-se nas mais diversas regides do genoma humano como,
a) regibes regulatorias (controle da atividade e expressdo génica); b) regides codificantes
(codificadoras de proteinas) regifes dos introns (separam regides codificantes ou éxons em
um gene) ou c) regibes inter-genes, sendo normalmente classificados como selvagens (wild
type) quando apresentam uma sequéncia comum, ou raro (rare) quando apresentam variancia
alélica rara (BALASUBRAMANIAN, et al., 2004).

2.7 Polimorfismos do Gene da eNOS

Atualmente tem-se conhecimento de mais de 100 polimorfismos para o gene da
eNOS e sua vizinhanca (NCBI SNP database, http//www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/). Na regido
promotora foram detectados trés distintos SNP: substituicdo do nucleotideo timina para
adenina na regido promotora posi¢do -1468 (-1468T>A); substituicdo do nucleotideo adenina
para guanina na posicao -922 (-922A>G) e substituicdo do nucleotideo timina para citosina
para a posicdo -786 (-786T>C), sendo este ultimo o mais estudado e clinicamente relevante
SNP da regido promotora. Estudo prévio demonstrou que a sequéncia funcional da regido
promotora extende-se somente até -144bp. Apesar disso, observou-se que as regides entre -
3500 bp e -1193bp apresentam funcdo inibitéria (down-regulation) do gene da eNOS
(KARANTZOULIS-FEGARAS et al., 1999).

Outros SNPs observados para os introns do gene da eNOS sdo: para o intron 2 -
IVS2 + 42G>A (G561A); intron 11- IVS11 +174A>G (A3185G); intron 12 - IVS12
+52G>T (G3411T); intron 18 - IVS18 +27A>C (A27C); intron 22 - VS22 +15A>G
(A6007G) e intron 23 - 1IVS23 + 11G>T (G6247T). VNTR foram encontrados no intron 2 e 8
(32-bp repetidos); intron 4 (27bp repetidos) e intron 13 (1IVS13 +81(CA)17-44. E por fim, os
SNP nos éxons: 5557G>T (G894T) no éxon 7 (E298D, uma substituicdo do aminoéacido
Glutamato para o Aspartato, normalmente conhecido como GIlu298Asp) e 5172C>T (C74T)
no éxon 6 (uma substituicdo sem alteracdo na sequéncia dos aminoacidos) (WANG &
WANG, 2000) (figura 7).
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Embora ndo tenham sido encontradas variacdes na sequéncia 3’ ndo traduzida
(UTR), um estudo mostrou que essa regido € criticamente importante para o estado estavel do
RNAm da eNOS. Além disso, foi demonstrado a existéncia de “proteinas ligantes” para essa
regido, as quais levariam a uma desestabilizagdo do RNAm. Assim, qualquer variagdo na
UTR poderia alterar a afinidade dessas regifes ligantes, modulando a regulacdo
postranscricional da formagéo da enzima eNOS (WANG & WANG, 2000) .
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( \ VNTR VNTR CA 81
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Figura 7. Polimorfismos do gene da eNOS.

2.8 Polimorfismos do Gene da eNOS e as Doencas Cardiovaculares

Até o presente momento, cinco grandes meta analises foram conduzidas buscando
analisar a associacdo entre os polimorfismos do gene da eNOS e as DCVs (CASAS et al,
2004; CASAS et al., 2006; ZINTZARAS et al., 2006; PEREIRA et al., 2007; TAO & CHEN,
2009 ). Em uma de suas meta-analises, CASAS et al. (2004) avaliando mais de 23 mil sujeitos
demonstraram que os individuos homozigotos polimorficos para a posicdo Glu298Asp (OR,
1.31; 95% IC, 1.13 para 1.51) e Intron 4a/b (OR, 1.34; 95% IC, 1.03 para 1.75) tinham maior
prevaléncia de doencas isquémicas do coragdo. Entretanto, estes autores enfatizam que devido
a baixa frequéncia alélica observada para individuos homozigoto polimdrficos, e também a
heterogeinidade alélica encontrada para a posicdo Glu298Asp, esses resultados deveriam ser

interpretados com cautela. Posteriormente, este mesmo grupo, em uma atualizacdo, demonstra
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a associacgdo entre os polimorfismos da eNOS (-786T>C [OR, 1.17; 95% IC, 1.07 para 1.28],
Glu298Asp [OR, 1.17; 95% IC, 1.07 para 1.28] e intron 4a/b [ 1.12; 95% IC, 1.01 para 1.24])
e as DCVs. Estes autores destacam a necessidade de maiores estudos em diferentes grupos
etnicos, assim como melhor entendimento das relagcdes gene-gene e gene-ambiente (CASAS
et al., 2006).

Outra meta-analise avaliando a associacdo entre os polimorfismos GIlu298Asp e
Intron 4 e o acidente vascular encefalico (AVE) — com 5516 casos e 6150 controles de 18
estudos, ndo demonstrou associagao entre o polimorfismo do Intron 4a/b e 0 AVE (OR, 1.67;
95% IC, 0.81 para 3.45) e marginal associacao entre 0 SNP Glu298Asp e o AVE (OR 1.14;
95% IC, 0.99 para 1.31). Os autores atribuem a limitacdo deste estudo ao pequeno nimero de
trabalhos até entdo realizados entre os polimorfismos da eNOS e o0 AVE (TAO & CHEN,
2009).

Em relacdo & HAS, duas grandes meta-analises foram conduzidas buscando verificar
a associacdo desta patologia e os polimorfismos do gene da eNOS. A primeira meta-analise
avaliou 35 estudos, sendo analisados os polimorfismos -786T>C, GIu298Asp, Intron 4a/b e
G23T. Esses autores demonstraram que apenas o polimorfismo do intron 4a/b estava
associado com a HAS, sendo observado para o alelo b um efeito protetor de 15% em relagéo
ao desenvolvimento da HAS. Entretanto, quando analisados 0s subgrupos como asiaticos e
negros nao se observou qualquer associacdo. Esses autores acreditam que uma mutacdo
funcional ndo identificada do gene da eNOS poderia ser a razdo para a auséncia dessas
associacOes. Além disso. os autores acreditam que a interacdo entre os polimorfismos do gene
da eNOS (haplétipos) poderia ser maior determinante no desenvolvimento de DCVs do que a
analise isolada dos polimorfismos. Assim, eles sugerem o desenvolvimento de futuras meta-
analises relacionando os haplétipos do gene da eNOS e as DCVs (ZINTZARAS et al., 2006).

Outra meta-analise recentemente realizada, avaliou mais de 40 mil sujeitos presentes
em 53 trabalhos. Este estudo foi conduzido separando trés diferentes populagdes como:
Europeus (ou descendentes de Europeus), Asiaticos (Chineses e Japoneses) e Outros
(Africanos, Brazileiros, Turcos, etc). Esses autores observaram que o polimorfismo para o
intron 4a/b, estava associado a um aumento (OR, 1.28; 95% IC, 1.11 para 1.47) de 28% de
risco para desenvolvimento da HAS comparado aos individuos ndo polimorficos para essa
posicdo. Além disso, eles também observaram, apenas para a populacdo Asiatica, que 0s
individuos polimdrficos para a posicdo Glu298Asp também estavam associados com a HAS
(OR, 1.28; 95% IC, 1.06 para 1.54). Foi verificado também que esta associa¢do poderia ser

dependente dos niveis de colesterol observados para essa populacdo. Entretanto, para a
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posicdo -786T>C ndo foi observada associacdo com HAS. Assim, futuros trabalhos sdo
necessarios para avaliar a interacdo dos polimorfismos da eNOS (hapl6tipos), assim como as

relagGes entre gene e ambiente (PEREIRA et al., 2007).

2.9 Polimorfismo da Regido Promotora posi¢do -786T>C

Como ja mencionado, a regido promotora € a estrutura fundamental responsavel pela
regulacéo e funcionalidade do gens. Desse modo, os polimorfismos da regido promotora, séo
considerados fundamentais na regulagdo do nivel transcricional dos gens, podendo estes afetar
diretamente a quantidade de proteina formada. Especificamente em relacdo ao gene da eNOS,
0 SNP da regido promotora que apresenta maior relevancia clinica € o SNP da posicao -
786T>C.

Em seu classico trabalhno, NAKAYAMA et al (1999) demonstraram pela primeira
vez que este SNP influenciava (in vitro) a atividade transcricional do gene da eNOS, sendo
este considerado um fator de risco independente para o desenvolvimento de espasmos
coronarios e infarto do miocérdio na populacdo japonesa. Com o objetivo de demonstrar 0s
mecanismos moleculares envolvidos nessa reducéo, trabalho envolvendo cultura de células
HCAEC (células endoteliais de coronaria humana) mostrou que a expressdo do gene da eNOS
estava reduzida em alelos que apresentavam o SNP -786T>C devido a interacdo da proteina
repressora chamada RPAL (proteina conhecida por sua participacdo nos processos de reparo,
replicacdo e recombinacdo do DNA) com o alelo mutante (-786T>C). Além disso, verificou-
se que as concentragfes de NOX" estavam reduzidas nos alelos mutantes em comparagéo aos
ndo mutantes para o0 SNP -786T>C (MIYAMOTO et al., 1998). Ja em seres humanos, estudos
em plaquetas (DOSENKO et al., 2006), como em celulas endoteliais isoladas de corddo
umbilical (CATTARUZZA et al., 2004) mostraram que os individuos polimorficos para a
posicdo -786T>C apresentavam menor expressdo e atividade da eNOS quando comparados
aos individuos nao polimorficos para esta posicdo. Verificou-se também em pacientes com
doenca arterial coronariana que a vasodilatacdo dependente do endotélio era reduzida em
individuos polimorficos para a posi¢do -786T>C comparado aos individuos ndo polimérficos
demonstrando assim a influéncia deste SNP sobre a vasodilatagdo dependente do endotélio
(ERBS et al., 2006).

2.10 Climatério
O climatério pode ser definido como o fim da fase reprodutiva até o inicio da

senescéncia da mulher. Este periodo encontra-se entre os 40 aos 65 anos de idade. A
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menopausa é considerada uma etapa normal do processo de envelhecimento da mulher. E
definida como sendo a faléncia total da funcdo ovariana em produzir horménios esterdides e
ovulacdo, acarretando em amenorréia permanente (GALLO et al., 2001; FREITAS et al.,
2002). Na maioria das mulheres este processo ocorre no periodo de 50 a 70 anos.

Antes da menopausa, os valores de pressdo arterial sdo, em geral, menores em
mulheres quando comparados aos homens da mesma idade. Entretanto, ap6s a menopausa,
observa-se significativa elevagdo nos valores de pressdo arterial (WASSERTHEIL-
SMOLLER et al., 2000; REXRODE et al., 2003; RECKELHOFF & FORTEPIANI, 2004;
SARTORI-VALINOTTI et al., 2007; PHILLIPS, JING & HEYMSFIELD, 2008). Os
mecanismos celulares e/ou moleculares pelos quais ocorre maior incidéncia de hipertensdo
arterial em mulheres ap6s a menopausa ainda ndo sao claros. Uma variedade de fatores parece
contribuir para a elevacdo de pressdo arterial na menopausa, entre eles destacam-se a
deficiéncia de estrogénio, 0 aumento do estresse oxidativo, a disfuncdo endotelial, a elevacéo
da atividade do sistema renina-angiotensina, a elevacdo nos niveis plasmaticos de
testosterona, as alteracdes no perfil lipidico e o aumento no ganho de peso (FURTADO &
MARTIN, 1995; REIS et al., 2000; FORJAZ et al., 2007).

Existem fortes evidéncias que relacionam as reducfes nas concentracfes sericas de
estrogénio com a elevacdo na pressao arterial (WASSERTHEIL-SMOLLER et al., 2000;
GALLO et al., 2001; FREITAS et al., 2002; FORJAZ et al., 2007; COYLEWRIGHT et al.,
2008). Sabe-se que o estradiol (um dos tipos de estrogénio) pode promover protecdo
cardiovascular através do controle do sistema renina-angiotensina-aldosterona, incluindo
reducdo da expressdo dos receptores AT1 em vasos e rins e reduzir a atividade da ECA
(HARRISO-BERNARD et al., 2003). O efeito do estrogénio sobre o tonus vascular foi
estudado, em modelos animais em diferentes artérias, como a coronaria, a aorta, a mesentérica
e as artérias cerebrais. Foi verificado que o endotélio vascular possui receptores para o
estrogénio, e que este pode aumentar a liberagdo de fatores relaxantes derivados do endotélio,
como o NO, bem como aumentar sua biodisponibilidade para as células musculares lisas
(TOSTES et al., 2003). No entanto a génese da HAS em mulheres ap6s a menopausa é mais
complexa do que aquela observada em modelo experimental de menopausa em animais de
laboratdrio. Além disso, a reposi¢do hormonal em mulheres ap6s a menopausa mostrou-se de
baixa eficicia na reducdo dos valores de pressdo arterial, como também na prevencao de
eventos cardiovasculares, confirmando que 0os mecanismos envolvidos no controle da pressédo
arterial em mulheres ap6s a menopausa sao diferentes daqueles encontrados em modelos

experimentais (ESHRE Capri Workshop Group, 2006). Assim, mudancas no estilo de vida,
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como educacdo alimentar e a pratica de atividade fisica regular, associadas a terapéutica
efetiva no controle da hipertensdo arterial, da hiperglicemia e da dislipidemia, parecem trazer

melhores resultados na qualidade de vida de mulheres apds a menopausa.

2.11 Exercicio Fisico e a Pressao Arterial

Sabe-se que o exercicio fisico aer6bio de moderada intensidade, realizado
continuamente, promove efeitos benéficos tanto na prevencdo quanto no tratamento das
DCVs, e sua pratica regular tém sido recomendada por diferentes associagdes de saude do
mundo (AMERICAN COLLEGE OF SPORTS MEDICINE, 2004; AMERICAN HEART
ASSOCIAN, 2007). Seus beneficios também tém sido demonstrados na prevencdo e/ou
tratamento da hipertenséo arterial (KINGWELL, 2000; LATERZA et al., 2007; ZANESCO &
ANTUNES, 2007). Recente meta andlise claramente demonstrou que o exercicio fisico
aerobio dindmico é capaz de promover efeitos benéficos sobre a pressdo arterial
(STAFFILENO et al., 2007). Sabe-se que o exercicio fisico aumenta o fluxo sanguineo
pulsatil e a pressdo que o0 sangue exerce sobre a parede vascular e a forca de cisalhamento sob
as células endoteliais sdo considerados estimulos poderosos para a geracdo de NO no sistema
vascular. Assim, um dos efeitos benéficos do exercicio fisico regular estd estreitamente
relacionado a sua capacidade de estimular a sintese de NO pelas células endoteliais (SESSA
et al., 1994; KINGWELL, 2000; ZANESCO & ANTUNES, 2007). O aumento na produgédo
de NO promove também efeitos antitrombaticos, prevenindo as doengas tromboembolicas e a
producdo de NO, o exercicio fisico promove também elevacdo da expressdo de enzimas
antioxidantes, como a SOD-1, aumentando a biodisponibilidade do NO para as células
musculares lisas, promovendo melhor relaxamento da musculatura lisa vascular, e,
consequentemente, reduzindo os valores de presséo arterial (DE MORAES et al., 2008). Além
disso, prévios estudos tém demonstrado que o treinamento fisico é capaz de promover efeitos
benéficos sobre a pressdo arterial devido a diferentes mecanismos, como reducdo nas
concentragdes plasmaéticas de angiotensina Il, reducdo do ténus simpatico e/ou aumento da
sensibilidade dos barorreceptores adrticos e carotideos, reducéo da vasoconstrigdo adrenérgica
(aumento da sensibilidade dos adrenoreceptores P,-vasculares e/ou a diminui¢cdo da
sensibilidade dos adrenoreceptores o) devido a maior produgdo de NO, diminui¢do dos niveis
plasmaticos de renina e aldosterona, aumento da liberacdo de peptideos natriuréticos, aumento
da atividade da SOD tanto plasmética quanto cardiaca, modulagdo dos canais de potéssio e

aumento na expressdo de cardioprotetores com a apelina e seu receptor APJ (CHEN &
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CHIANG, 1996; KRIEGER, BRUM & NEGRAO, 1998; BOWLES & WAMHOFF, 2003;
KOHNO et al., 2002; QUINDRY et al., 2005; BOISSIERE et al., 2006; ZHANG et al., 2009).

Dados experimentais mostram que a reducdo da pressao arterial apOs exercicio
aerobio cronico é maior em individuos hipertensos, principalmente quando os individuos
estdo classificados nos estagios 1 e 2 de hipertensdo arterial, do que em normotensos, tanto
em humanos quanto em modelo animal. A reducdo dos valores de PAS e PAD decorrente de
atividade fisica varia de 18-20 mmHg (A) e de 7- 9mmHg (A), respectivamente, em humanos
com hipertenséo leve ou moderada. Em individuos normotensos, a reducéo é de 8-10 mmHg
(A) para a pressdo sistolica e de 3-5 mmHg (A) para a pressao diastélica (DUNCAN et al.,
1985; KENNEY & SEALS, 1993; HAGBERG et al., 2003). Recente meta-anélise
demonstrou que a reducdo da PA, medida através do monitoramento ambulatorial da pressdo
arterial é de 3.0/2.4mmHg quando avaliada na condi¢cdo de repouso, e 3.3/3.5mmHg
observada durante o dia. Além disso, foram observadas reducbes da resisténcia vascular
sistémica (7.1%), norepinefrina plasmatica (29%), atividade da renina plasmatica (20%), peso
corporal (1.2kg), circunferéncia abdominal (28cm), do percentual de gordura corporal (1.4%)
e elevacdo do HDL-C (0.032 mmol/l) (FAGARD & CORNELISSEN, 2007).

O exercicio aerdbio é eficaz como terapia alternativa, ou concomitante com terapia
farmacoldgica, no tratamento da hipertensao arterial leve ou moderada. A recomendacéo dos
programas de condicionamento fisico para hipertensos preconizam a préatica regular de
exercicios fisicos, cinco vezes por semana, durante pelo menos 30 minutos por sessdo
(maximo de 60 minutos), em intensidade moderada (40-60% do VO,méax), (AMERICAN
COLLEGE OF SPORTS MEDICINE, 2004). Os exercicios de baixa e moderada intensidade
(40-60% de VO,méax) apresentam melhores resultados na reducéo da presséo arterial do que
exercicios de maior intensidade. A duracdo do exercicio também possui grande influéncia
para a reducdo da pressdo arterial pds-exercicio. Além disso, observa-se que mulheres
hipertensas respondem melhor e de maneira mais consistente a um programa de exercicio
fisico do que os homens, com intensidade entre 75 a 85% do consumo maximo de oxigénio
(VO,méx), durante 35 a 45 minutos, trés vezes por semana, durante dois meses. Em relagdo a
pressdo arterial sistolica, as mulheres apresentam reducdo de cerca de 14,7 mmHg enquanto
que os homens, de cerca de 8,7 mmHg ap6s programa de exercicio fisico continuo. Em
relacdo a PAD, resultados mostram que 89% das mulheres apresentaram uma reducdo média
de 10,5 mmHg enquanto que 82% dos homens apresentaram reducdo nos valores de cerca de
7,8 mmHg (BRANDAO et al., 2002).
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2.12 Polimorfismos da eNOS e Atividade Fisica.

Em relacdo aos polimorfismos do gene da eNOS, poucos trabalhos buscaram
relacionar estes polimorfismos com a atividade fisica. Prévio estudo demonstrou em
voluntérias sedentarias e polimorficas para a posigdo -786T>C que estas apresentavam maior
resisténcia vascular periférica comparada aos seus pares nao polimdrficos. Entretanto, quando
essa comparacdo era realizada em mulheres com alta aptiddo cardiorrespiratoria, essa
diferenca desaparecia (DATA et al., 2003). Do mesmo modo, outro estudo realizado em
pacientes com DAC observou que os individuos polimérficos tanto para a posi¢do -786T>C
quanto para posicdo GIlu298Asp apresentavam vasodilatacdo dependente do endotélio
reduzida em comparacdo aos seus congéneres ndo polimorficos. Quando esses individuos
foram submetidos a um periodo de treinamento fisico aerdbio por 4 semanas, verificou-se que
somente os pacientes polimdrficos para a posicdo GIu298Asp apresentaram melhora na
vasodilatacdo dependente do endotélio e que o polimorfismo da posi¢do -786T>C prejudicava
a fungdo vascular em pacientes com DAC independente da aptiddo fisica aerébia (ERBS et
al., 2003). Além disso, outro estudo demonstrou que individuos polimorficos para a posicao
Glu298Asp, submetidos a um programa de treinamento fisico aerébio por 20 semanas,
apresentavam menores reducfes da PAD e do duplo produto em comparagdo aos individuos
ndo polimorficos para esta posi¢cdo (RANKINEN et al., 2000). Por outro lado, recente estudo
demonstrou que os individuos polimérficos para a posicdo -786T>C apresentavam melhor
resposta hipotensora frente ao exercicio fisico aer6bio quando comparado aos seus pares ndo
polimdrficos (AUGERI et al., 2009).

Baseado nesses dados, nossa hip6tese inicial foi que mulheres normotensas e
hipertensas que apresentassem polimorfismo para o gene da eNOS na posi¢édo -786T>C
seriam refratarias a reducdo da pressao arterial apds exercicio ou teriam menor reducdo nos

valores de pressao arterial do que aquelas sem este polimorfismo.
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3. OBJETIVO
O objetivo deste trabalho foi verificar a influéncia do polimorfismo da posigédo -
786T>C do gene da eNOS sobre as respostas pressoricas e as concentragdes plasmaticas de
NOX" em mulheres normotensas e hipertensas submetidas ao exercicio fisico aerébio por 6

meses.
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4, METODOLOGIA
4.1 Participantes

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de
Biociéncias da Universidade Estadual Paulista Jalio de Mesquita Filho UNESP (protocolo
namero 099/2008) e, apds todos os participantes terem suas dividas respondidas, um termo
de Consentimento Livre e Esclarecido foi assinado. Os participantes desse estudo foram
recrutados através de panfletos e anincios dentro da comunidade universitaria da e de areas

circunvizinhas a universidade.

4.2 Critérios de inclusdo - Para ser incluso no estudo, as voluntarias deveriam ter idade acima

de 40 anos, serem sedentarias (tempo < 150 minutos de atividade fisica semanal de
intensidade moderada ou < 60 minutos de atividade fisica semanal de intensidade vigorosa
nos ultimos 3 meses); nao fumantes; nao diabéticos; ter funcdo renal normal (creatina sérica <
135 mmol/L); apresentar IMC < 30 kg/m? evitando-se assim a interferéncia da obesidade;
apresentar PAS <140-149mmHg e PAD <90-99mmHg, (estagio 1 de hipertensdo — SBH); ndo
ter nenhuma outra condi¢cdo médica que poderia impedir a pratica de exercicio fisico.

As participantes qualificadas foram convidadas a comparecerem ao Laboratorio de
Atividade Fisica e Saude para um exame inicial, e também para uma explicacdo completa do
estudo pelo pesquisador responsavel. De acordo com o Comité de Etica, um termo de
consentimento foi obtido de todos os participantes apds terem sido fornecidas as informacdes
de todos os procedimentos do estudo, de seus riscos e beneficios e apds todas as duvidas dos

participantes serem respondidas.

4.3 Grupos Experimentais

Inicialmente, as participantes foram divididas em dois grupos:
Normotensos (NT); n=28
Hipertensos (HT); n=28

Posteriormente, estes grupos foram subdivididos de acordo com o gendtipo observado
para a posicéo -786T>C do gene da eNOS.

Normotenso (TT) —n=9

Normotenso (TC+CC) —n= 19

Hipertenso (TT) —n=5

Hipertenso (TC+CC) — n= 22

Abaixo segue o organograma com a divisdo dos grupos:
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VOLUNTARIAS
|

NORMOTENSAS HIPERTENSAS

TT TC+CC TT TC+CC

4.4 Avaliacdo Antropométrica

O célculo do indice de Massa Corporal (IMC) foi realizado com base na avaliagio
antropométrica (peso e altura) levando em consideracdo a razdo entre o peso corporal e 0
quadrado da estatura (kg/m?), realizado através de uma balanca digital marca Plenna®
estando os voluntarios vestidos com o minimo de roupa possivel e descal¢os para a pesagem.
A estatura foi mensurada através de uma fita métrica que foi fixada a parede, estando as

voluntérias descalcgas para esta avaliacao.

4.5 Medida da freqiiéncia cardiaca de repouso ( FC de repouso)

Para determinacdo da FC de repouso, ao chegarem ao laboratorio as voluntérias
permaneciam em repouso total durante 15 minutos, onde foram registrados 0s menores
valores de FC através de um frequencimetro da marca Polar (FS1). Para o dia da avaliacdo, as
voluntérias foram orientadas a ndo consumirem café ou qualquer bebida/medicamento que

pudesse alterar as respostas da FC de repouso.

4.6 Calculo da FC de reserva

Para o célculo da FC de reserva, utilizou-se a equacdo de Karvonen (1957) conforme
abaixo descrito:
FC reserva = FC rep + X(FCmax - FCrep)
Onde:
FC rep — Frequéncia Cardiaca de repouso.
FC méx — Frequéncia Cardiaca maxima estimada (220-idade)

X — Intensidade de treinamento em decimais. Ex: 70% = 0,70.
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4.7 Consumo méximo de oxigénio (VO,max) através do teste de 1milha

O VO,max foi definido de forma indireta e submaxima através da realizacdo do teste
de 1 milha (1.609 metros) preconizado por Kline et al. (1987). Este teste consiste em
caminhar esta distancia pré-estabelecida, o mais rapido possivel, sem correr. Para o calculo do
VO,max foram mensuradas as variaveis de freqliéncia cardiaca final do teste e o tempo gasto
para realizar o percurso. Para a realizacdo desse teste, foram utilizados um frequencimetro da
marca Polar (modelo FS1) e um cronémetro digital. O protocolo de Kline et al. (1987)
apresenta alta correlacdo para predizer o VO,max (r = 0,92) em mulheres. As voluntérias
hipertensas que realizavam terapia anti-hipertensiva através do uso de B bloqueadores ndo
realizaram o teste de 1 milha. De posse desses dados, 0 VO2 max foi calculado conforme

equacéo abaixo descrita:

VO,méax = 132,853 - (0,0769 x peso corporal em libras) — (0,3877 x idade) + (6,315 x

género) — (3,2649 x tempo de caminhada) — (0,1565 x frequéncia cardiaca final)

Sendo:
Peso corporal em libras — O peso corporal foi convertido de kg para libras (1 libra =
0.4539Kkg);
Idade — A idade foi representada em anos;
Género — Foi utilizado o namero 0, conforme proposto pela equacdo para o sexo feminino;
Tempo de caminhada — O tempo de caminhada foi representado em minutos;
Frequéncia cardiaca final — Avaliada imediatamente apds o término da caminhada, através
dos batimentos por minutos (bpm).

O teste de 1 milha foi aplicado em dois momentos: (a) inicial — apds o periodo de

adaptacao; e (b) apds 24 semanas de treinamento fisico.

4.8 Consumo méaximo de oxigénio através do teste de Astrand)

Para determinagdo do VO2max, foi realizado um protocolo subméxima em
cicloergdmetro (ASTRAND & RYHMING, 1954). Este teste consiste de um aquecimento de
2 minutos com carga inicial de 25 watts. Posteriormente, foi selecionada uma carga (100 a
150 watts) a qual as voluntarias pedalaram durante 6 minutos (registrando-se a FC no 5° e 6°
minutos e calculando-se a media) em um ritmo de pedalada de 160+10 rota¢des por minuto
(RPM) ou 26~28 km/h. A FC durante o teste foi controlada em valores entre 130 e 170 bpm.
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Para célculo do VO2max (L/min) foi utilizado a equacdo segundo Aradjo (1984, p.71): As
voluntérias hipertensas que realizavam terapia anti-hipertensiva através do uso de B
bloqueadores néo realizaram o teste de Astrand.

VO 2 teste (L/min). = FC méx - FC repouso x VO2 carga

FC esf. —FC repouso

Onde:
FC max. — Estimativa da FC maxima do avaliado (220-idade).
FC repouso. — Obtido antes do inicio do teste com o avaliado em repouso.
FC esf. - Média da FC obtida no 5° e 6°. minutos da carga
VO2 carga. - Consumo maximo de O, necessario para pedalar uma dada carga definida.
Obtido pela seguinte equacéo:
VO2 carga (L/min™) = 0.014 x carga (watts) + 0.129

Para maior especificidade do VO2max, foi utilizado um fator de correcdo pela idade
(F) citado por MARINS (1998, p. 137).
F=-0.009 x idade + 1.212

Sendo assim:

VO2max = (VO2 teste x fator de correcéo)
Os dados do consumo méaximo de oxigénio obtidos em litros por minuto (L/min) foram
convertidos para mililitro quilograma por minutos (ml/kg/min) através da multiplicacdo por
“mil”dos valores obtidos na equagdo acima citado e dividido pelo peso corporal de cada
voluntaria.
Ex: VO2max = 2,35 L/min - (2,35x1000/70kg) = 33,5 ml/kg/min

Para a realizacdo do teste de 1milha e do teste de Astrand foram utilizados

frequencimetros da marca Polar e crondmetros digitais.

4.9 Percepcdo Subijetiva de Esforco

Para percepcao subjetiva de esforco foi utilizada a escala de Borg (2000). Abaixo

segue os valores representativos da percepgao subjetiva de esforgo.
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Figura 8. Percepgdo Subjetiva de Esforco

4.10 Medida da pressao arterial

Para os dias determinados para afericdo da pressdo arterial, as voluntarias foram
instruidas a ndo realizarem exercicio fisico. Pela manha (07:00h a 10:00h), as voluntarias
deveriam comparecer ao laboratério. Apds 15 minutos de repouso total, a presséo arterial era
aferida na posicao sentada utilizando um esfigmomanometro aneréide (Tycos, Raleigh, NC,
USA). Estas medicdes foram feitas pelo mesmo experiente avaliador no inicio e durante todo
protocolo de treinamento de 24 semanas. Para determinacdo das médias da PAS e PAD, pelo

menos trés medidas foram feitas em dias distintos.

4.11 Treinamento Fisico Aerdbio

O treinamento fisico aerdbio foi realizado no Departamento de Educacdo Fisica
(UNESP/Rio Claro). Todas as participantes foram submetidas a 3 sessGes/semana de

treinamento fisico supervisionado durante 24 semanas. As sessdes de familiarizagdo,
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realizadas durante a primeira semana, consistiram de 25 a 30 minutos de exercicio aerébio
com aproximadamente 50% da FC méaxima. Em seguida, de posse dos dados da FC repouso,
realizou-se o calculo da FC reserva. Durante as primeiras 12 semanas, o treinamento fisico foi
realizado em uma intensidade de 50-60% da FC de reserva com duracdo de 30 minutos. Apos
as 12 semanas iniciais de treinamento fisico, nova avaliacdo da FC repouso e posteriormente
da FC de reserva foram realizadas conforme acima descrito. Para as Ultimas 12 semanas, 0
treinamento foi realizado em uma intensidade de 60-70% da FC de reserva com duracédo de 40
minutos. Os aumentos na intensidade e durag@o do treinamento ocorreram somente quando as
participantes completaram suas prescricbes de exercicio por trés sessfes consecutivas sem
sinais ou sintomas cardiovasculares ou fadiga excessiva. Os exercicios incluiram atividades
na esteira ergométrica e em cicloergdbmetro. As voluntarias hipertensas que realizavam terapia
anti-hipertensiva através do uso de B bloqueadores foram instruidas a controlar a intensidade
do exercicio através da escala de Borg (nimeros 13 e 14 da escala de percepcao subjetiva de
esforgo). Prévio estudo demonstrou que esses valores da escala de percepcdo de esforgo
representam uma intensidade entre 50% e 70% doVO,;max (BORG, 1982).

4.12 Coleta Sanguinea

Apbs jejum de aproximadamente 12 horas, as amostras de sangue foram obtidas de
veia antecubital (15 ml), através da técnica asséptica com material de puncdo venosa,
descartavel e apropriado para a populacdo estudada. Uma enfermeira especializada foi

contratada para a coleta.

4.13 Nitrito e nitrato (NOy)

Amostras de plasma foram utilizadas para determinacdo da producdo enddgena de

NO por meio da quantificacdo dos anions nitrito (NO;) e nitrato (NO3’), produtos terminais
da oxidacdo do NO. As amostras foram ultra filtradas por meio de microfiltros (Microcon
Centrifugal Filter Units, 10 kDa; Millipore, Bedford, MA, USA). Apds esse procedimento, as
concentragdes de NOx™ foram determinadas utilizando kit comercial (Cayman Chemical, Ann
Arbor, MI, USA) seguindo as instru¢des do fabricante. As absorbancias dos picos foram

determinadas a 540 - 550 nm.

4.14 Extracdo do DNA Gendmico
A extracdo do DNA genbmico foi realizada pela técnica de fenol-cloroférmio

modificada. O sangue foi centrifugado a 3000 rpm por 10 min, o plasma descartado e 0s
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eritrocitos lisados com uma mistura de solugbes contendo NH4Cl 0,144M e NH4HCO;
0,01M. Apds centrifugacdo o sobrenadante foi desprezado. A seguir, a solugdo
denominada TKM1 (Tris-HCI 10mM; pH 7,6; KCI 10mM; MgCl, 10mM; EDTA 20mM)
foi adicionada ao precipitado juntamente com 1 gota de Triton X-100. As amostras, depois
de homogeneizadas, foram centrifugadas a 3000 rpm por 20 min e posteriormente 0

sobrenadante foi descartado, obtendo-se o precipitado de leucdcitos.

Para lisar os leucdcitos, foram adicionados 400ul da solugdo TKM2 (Tris-HCI 10
mM pH 7,6; KCI 10mM; MgCl, 10mM; NaCl 0,4M; EDTA 20mM) e 25ul de SDS 10% e
incubado a 55°C por 30 min. Apos esse periodo, 180ul de NaCl 5M foram adicionados a
solugdo anterior e mantida em temperatura ambiente por 15 min. A amostra foi
centrifugada a 12000 rpm por 5 min e o0 sobrenadante transferido para outro tubo,
adicionando 400ul de fenol pH 8,0 e igual volume de uma solucdo cloroférmio/alcool
isoamilico (proporcédo 24:1), seguido de homogeneizacdo, centrifugacédo e transferéncia do
sobrenadante para outro tubo. Para a completa remocao de proteinas da amostra, 900ul da
mistura cloroférmio/alcool isoamilico foram adicionados ao tubo, centrifugado e o
sobrenadante transferido para um novo tubo. Para a precipitagdo do DNA, foram
adicionados 10% do volume do sobrenadante de acetato de sddio 3M pH 5,3 e 1ml de
etanol absoluto gelado. O tubo foi centrifugado a 12000 rpm por 5 min, o sobrenadante foi
desprezado e o DNA precipitado foi lavado com 1ml de etanol 70% gelado. Posteriormente
0o DNA foi solubilizado em &gua deionizada estéril e quantificado em equipamento
NanoDrop® ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc, WILMINGTON, DE, USA) e a

analise qualitativa realizada em gel de agarose 1,0%.

4.15 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é uma técnica de amplificacdo de DNA in
vitro. A reacdo, catalisada por uma enzima termoestavel (Taq DNA polimerase), utiliza
primers que se hibridizam em fitas opostas de regiGes especificas do DNA, delimitando o
fragmento. Para esse procedimento, utilizou-se primers especificos para posi¢do -786T>C do
gene da eNOS, sendo estes: Sense - F: 5’- CACCCAGGCCCACCCCAACT-3’ e Antisense -
R:5’-GCCGCAGGTCGACAGAG AGACT-3". A reacdo entdo é levada ao termociclador e a
amplificacdo desta regido, a partir de uma pequena quantidade de DNA, ocorre em

decorréncia dos repetidos ciclos de temperatura: 94-96°C — desnaturacdo da dupla fita do
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DNA,; 55°C - anelamento dos primers, e 72°C — extensdo dos mesmos, sendo observada para

essa etapa, a incorporagcdo dos nucleotideos, resultando em um acimulo exponencial dos

fragmentos de DNA. A tabela 1 apresenta os produtos necessarios para a PCR.

Tabela 1-: Produtos utilizados para a PCR

Componentes Volumes (ul)
eNOS -786T>C

Tampéo (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 (5U/pul) 0,2

DNA (200 ng) 1,0
dH,0 23,1
Volume Final (ul) 30,0

Tabela 2-: Condicdes da reacdo de PCR para o polimorfismo -786T>C do gene da eNOS.

Desnaturacdo | Desnaturacgdo Anelamento  Extenséo Extenséo
Regi&o inicial 35 ciclos Final

T(°C) Tempo | T(°C) Tempo T(°C) Tempo T(°C) Tempo T(°C) Tempo
eNOS -786 94 2 96 30’ 54 30 72 1’ 72 5’
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CITATCCTCCNACTECTIMGIAGAGCAGTCT 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

6dr(e)BECTGAC CCTGCCTCAG CCRTABTEICMICTISETCACEIIGES

Figura 9.-: Sequéncia Genotipica da Posi¢do -786 T>C do gene da eNOS (NCBI).

394 pb
Fig 10- Produto da amplificagdo (PCR) do gene da eNOS para a posicéo -786T>C
Tabela 3-: Primers utlizados para a PCR.
Gene Sequéncia dos Primers (5’2 3°) Produto | Enzima Produto
PCR Digestéo
eNOS Sense -
394pb Mspl 352pb +
(-786T>C) | CTTATCCTCCACTGCTTTTCAGAG 42pb

Anti Sense -
CGCAGGTCAGCAGAGAGACTAG




45

4.16 Determinacado do polimorfismo por andlise de restricdo (RFLP).

A determinagdo do polimorfismo da eNOS para posi¢do —786T>C foi realizada pela
PCR seguida de analise de restricdo. Apos confirmacdo da amplificacdo, o produto da PCR

foi digerido utilizando endonucleases de restri¢cdo apropriadas para cada sitio polimérfico.

Para a analise utilizando endonucleases de restricdo, foram utilizados: 8,0 ul do
produto amplificado, 1,5 ul do tamp&o da enzima 10X e 2U da enzima correspondente a
cada polimorfismo. 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 overnight (16 horas). O produto
foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1000 a 2,5% (Invitrogen, Carlsbad CA,

USA), corado com brometo de etidio, visualizados sob luz ultravioleta e fotografado.

M TCTCTT TC TT TCCCCCTTCCTT TT CCTCTC TC TTTC TTTCTT TT TT

400 pb

300 pb

200 pb

Fig. 11- Produto da Digestdo para a posicéo -786T>C do gene da eNOS

Utilizou-se um marcador de Peso Molecular Ladder de 100pb

Apos a digestdo, foram observadas as seguintes caracteristicas para a regido de interesse:

Homozigoto Normal (T/T) - 394pb;
Heterozigoto (T/C) -394pb + 352pb + 42pb
Homozigoto Mutante (C/C) - 352pb + 42pb

A andlise génica de todos os participantes foi realizada no Hemocentro da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).
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4.17 Analise Estatistica

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para determinacdo da normalidade do
conjunto de dados analisados. Posteriormente, utilizou-se uma analise descritiva (média e
erro-padrdo) seguida pelo teste t pareado para determinacdo da magnitude do efeito do
treinamento sobre as varidveis estudadas. Por fim, utilizou-se o teste t ndo pareado para
comparagdo dos momentos inicio do treinamento (Inicio T) e apds treinamento (Apos T) entre
0s subgrupos TT e TC+CC para normotensos e hipertensos. Adotou-se o nivel de

significancia de p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Resultados Gerais sem Avaliacido Genética

Em relacdo a participagdo do estudo, das cento e uma voluntérias selecionadas
apenas cinquenta e seis voluntarias realizaram todas as etapas do estudo, sendo observada
uma perda amostral de 55,4%.

O grupo normotenso tinha em média 51 + 4 anos de idade e o grupo hipertenso tinha
em meédia 59 + 2 anos de idade.

A tabela 4 mostra as caracteristicas antropométricas das voluntarias normotensas e
hipertensas antes e apds um programa de 6 meses de treinamento fisico aerobio. Podemos
observar que o treinamento fisico aerébio por 6 meses ndo provocou qualquer alteracdo dos
parametros avaliados como peso corporal, indice de massa corporal (IMC) e circunferéncia
abdominal (CA). As voluntarias normotensas e hipertensas apresentaram sobrepeso segundo
classificagéo para o IMC (WHO, 2002). A figura 12 ilustra esses dados.

Tabela 4. Valores de peso corporal, indice de massa corporal (IMC) e circunferéncia
abdominal (CA) de voluntarias normotensas e hipertensas no inicio (Inicio T) e apds (Ap6s T)

um programa de treinamento fisico aerobio por 6 meses.

Normotensas Hipertensas
Inicio T Apo6s T Inicio T Ap6s T
Peso (kg) 68,1+2,4 66,4+2,3 68,8+2,2 68,0+2,4
IMC (Kg/m?) 26,3+0,9 25,8+0,8 27,0+0,8 27,0£0,9
CA (cm) 87,4125 87,4122 90,6+3,8 90,5£3,4

Os dados representam as médias + erro padrdo da média para voluntarias normotensas (n=28)

e hipertensas (n=27).
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Figura 12. Valores de peso corporal, indice de massa corporal e circunferéncia abdominal de
voluntarias normotensas e hipertensas no inicio e ap6s treinamento fisico aerdbio por 6 meses.
Os valores representam as médias + erro padrdo para 28 mulheres normotensas e hipertensas

em cada grupo.
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A tabela 5 mostra os valores de PAS e PAD de voluntarias normotensas e
hipertensas no inicio e ap6s treinamento fisico por 6 meses. Podemos observar que o
programa de treinamento fisico empregado foi efetivo em reduzir os niveis pressoricos de
maneira significativa tanto para a PAS (grupo normotenso: -6,5% e grupo hipertenso: -9,6%)
quanto para PAD (grupo normotenso: -10% e grupo hipertenso: -10%). A figura 13 ilustra

esses dados.

Tabela 5. Valores de PAS e PAD para o grupo de voluntarias normotensas e hipertensas no

inicio (Inicio T) e ap06s (Apds T) 6 meses de treinamento aerobio.

Normotensas Hipertensas
Inicio T Ap6s T Inicio T Ap6s T
PAS (mmHg) 113,6+1,8 106,2+2,2* 130,0+£1,8 117,444 4*
PAD (mmHg) 77,3x0,8 69,5+1,1* 83,8+1,2 75,0£1,8*

Os dados estdo expressos em média + erro padréo.

*Diferente significativamente dos valores obtidos no inicio do estudo. PAS: Pressdo Arterial
Sistolica; PAD: Pressdo Arterial Diastdlica. Voluntarias normotensas (n=28) e hipertensas
(n=28).
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Figura 13. Valores de PAS e PAD do grupo de voluntarias normotensas e hipertensas no inicio e
apos um programa de treinamento fisico aerébio por 6 meses. Os valores representam as médias + erro
padrédo (n=28 para ambos 0s grupos) *p<0,05.
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O protocolo de treinamento fisico aerébio foi eficaz em aumentar as concentracdes
plasmaticas de NOX', que reflete a producdo de oxido nitrico (NO). Os valores de NOX
plasmatico em voluntarias normotensas aumentaram em 34,8%, enquanto que para as
voluntéarias hipertensas a elevagdo foi de 24,1%, sendo estes valores estatisticamente
significativos para ambos os grupos (normotensas e hipertensas). A tabela 6 e figura 14

mostram esses dados.

Tabela 6. Valores de NOX plasméticos em voluntérias normotensas e hipertensas no inicio

(Inicio T) e ap6s (Apos T) 6 meses de treinamento aerdbio.

Normotensas Hipertensas
Inicio T Apoés T Inicio T Apoés T
NOX-(uM) 11,6%1,3 17,8+0,8* 20,4124 26,9+2,1*

Dados estdo expressos como média £ SEM.
*Diferente significativamente dos valores obtidos no inicio do estudo. NOX-: Concentracoes

plasmaticas de nitrito e nitrato. VVoluntéarias normotensas (n=28) e hipertensas (n=28).
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Figura 14. Concentragdo plasmatica de NOX™ de voluntarias normotensas e hipertensas no inicio e
apos treinamento fisico aerdbio por 6 meses. Os valores representam as médias + SEM para 28
voluntarias normotensas e 28 voluntarias hipertensas. *P<0,05.
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O treinamento fisico aerdbio por 6 meses ndo modificou os valores de frequéncia
cardiaca, VO, méximo e da percepg¢do subjetiva de esforco para as voluntarias normotensas
assim como para as voluntarias hipertensas. Os dados estdo sumarizados na tabela 7. Em
relacdo ao tempo de execucdo para o teste de 1 milha, foi observada reducdo estatisticamente
significativa ap6s treinamento fisico aerdbio para o grupo de voluntarias normotensas, sendo
esta reducdo de 4%. Entretanto, para o grupo de voluntérias hipertensas ndo foi observada
reducdo estatisticamente significativa ap6s treinamento fisico aerébio por 6 meses. Os dados

estdo mostrados abaixo na tabela 7 e ilustrados nas figura 15.

Tabela 7. Valores de freqiiéncia Cardiaca. (FC ), consumo maximo de oxigénio teste de 1
milha (1milha), consumo maximo de oxigénio teste de Astrand (Astrand), Tempo de
execucdo do teste de 1 milha (1 milha T) e Percepgdo Subjetiva de Esforco (1 milha borg)
durante o teste de VO2 max para as voluntarias normotensas e hipertensas no inicio (Inicio T)

e apds (Apos T) treinamento fisico aerdbio por 6 meses.

Normotensas Hipertensas
Inicio T Apls T Inicio T Apls T
FC (bpm) 71,4+2,0 72421 73,3¥2,5 67,5+2,2
1 milha (ml/kg/min) 29,9+0,9 30,4+1,2 23,6+0,9 25,0+1,2
Imilha T (min) 15,0+0,1 14,4+0,1* 16,4+0,3 15,8+0,3
1milha borg (pse) 12,8+0,2 13,3+0,3 13,0+0,2 13,3+0,3
Astrand (ml/kg/min) 23,4+0,9 23,714 18,9+0,8 19,1+0,9

*Diferente significativamente dos valores obtidos no inicio do estudo. Os dados estdo
expressos em media + erro padrdo. FC - Frequéncia Cardiaca (bpm); 1milha - consumo
maximo de oxigénio teste de 1milha (ml/kg/min); Astrand - consumo maximo de oxigénio
teste de Astrand (ml/kg/min);VO,méx T - Tempo de execucdo do teste de 1 milha (min) e
VO, Borg pse — Percepcdo Subjetiva de Esfor¢o. Voluntarias normotensas (n=28) e
hipertensas (n=28); *p<0,05%.
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Figura 15. Frequéncia Cardiaca, consumo maximo de oxigénio do teste de 1milha, Tempo de
Execucdo do Teste de 1 milha, Percepgdo Subjetiva de Esforco do teste de 1milha e consumo méaximo
do teste de Astrand do grupo de voluntérias normotensas e hipertensas no inicio e apds um programa
de treinamento fisico aerébio de 6 meses. Os valores representam as médias * erro padrdo para 28
voluntérias normotensas e 28 voluntarias hipertensas. *p<0,05.
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Em relacdo a medicagdo anti-hipertensiva, do total de 28 voluntarias hipertensas,
18.5% ndo fazia uso de medicacdo, 66,7% fazia uso de monoterapia e 14,8% fazia uso de
politerapia. Do total de monoterapias, 16,5% fazia uso dos bloqueadores do recpetor AT1,
16,5% fazia uso dos bloqueadores dos canais de célcio, 22,3% fazia uso dos beta
bloqueadores e 44,7% fazia uso dos inibidores da enzima conversora de angiotensina (figura
16).
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Figura 16. Percentual de medicamentos anti-hipertensivos utilizados pelas voluntérias hipertensas
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5.2 Resultados com Avaliacdo Genética

Todas as voluntérias foram avaliadas para o polimorfismo da posicdo -786T>C do
gene da eNOS com base nas amostras de DNA. Apds analise de RFLP, foi possivel identificar
trés genotipos: TT (32,1% e 17,8%), TC (57,2% e 67,8%) e CC (10,7% e 10,7%) no grupo de
voluntarias normotensas e hipertensas respectivamente. Tabela 8 mostra essa distribuicao

para 0s genotipos.

Tabela 8. Divisdo genotipica para a posicdo -786T>C e porcentagem de voluntérias
normotensas e hipertensas de acordo com a presenca ou auséncia do polimorfismo do gene da
eNOS na posic¢édo -786T>C.

Genotipo NT HT

n % n %
TT 9 32,1 5 17,8
TC 16 57,2 19 67,8
cC 3 10,7 3 10,7
TC+CC 19 67,9 22 78,5

Onde: TT — Homozigoto ndo Mutante; TC — Heterozigoto; CC — Homozigoto Mutante.

A partir das analises genéticas, as voluntarias normotensas e hipertensas foram
divididas em dois grupos de acordo com base na sequéncia de nucleotideos observados para a
posicao -786T>C do gene da eNOS.

A Tabela 9 mostra os valores de PAS e PAD das voluntarias normotensas e
hipertensas com ou sem o polimorfismo para a posicao -786T>C do gene da eNOS no inicio e
apos treinamento fisico aerdbio realizado por 6 meses.

Em relacdo ao grupo de voluntarias normotensas, o subgrupo TT apresentou uma
reducdo estatisticamente significativa para a PAS bem como para a PAD, de cerca de 11,7% e
9,0%, respectivamente. Para o subgrupo TC+CC foi observada reducdo estatisticamente
significativa apenas para a PAD, de cerca de 9,3%.

Em relacdo ao grupo de voluntérias hipertensas, o subgrupo TT ndo apresentou
reducdo dos valores presséricos tanto para a PAS quanto para a PAD. Entretanto, para o
subgrupo TC+CC foram observadas reduc@es significativas tanto para a PAS quanto para a
PAD, de cerca de 7,7% e 9,0%, respectivamente (Tabela 9). As figuras 17 e 18 ilustram
esses dados.
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Figura 17. Presséo arterial sistdlica e presséo arterial diastélica do grupo de voluntarias normotensas
subdivididas em relacdo ao gendtipo para a posi¢do -786T>C do gene da eNOS no inicio e ap6s um
programa de treinamento fisico aerdbio de 6 meses. *p<0,05.
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O programa de treinamento fisico aerébio promoveu elevacdo significativa dos
niveis plasmaticos de NOX™ para ambos 0s grupos (normotensos e hipertensos) em relagéo a
subdivisao pelo genétipo (TT e TC+CC), sendo: Normotensas TT — 53% e TC+CC — 29.7%j;
Hipertensas TT — 91% e TC+CC — 30%. A Tabela 10 e a figura 19 sumarizam esses dados.
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Tabela 11. Resumo dos resultados sem divisdo genotipica para o polimorfismo da posicao -

786T>C do gene da eNOS para o grupo de voluntarias normotensas (NT) e hipertensas (HT)

em resposta ao treinamento fisico aerdbio realizado por 6 meses.

Parametros NT HT

Peso n.s n.s

IMC n.s n.s

CA n.s n.s

PAS Reducéo significativa Reducéo significativa
PAD Reducéo significativa Reducéo significativa
NOX Incremento significativo Incremento significativo
1 milha n.s n.s
1milhaT Reducado significativa n.s

1 milha borg n.s n.s

Astrand n.s n.s

FC n.s n.s

n.s = ndo significativo, p<0,05.

Tabela 12. Resumo dos resultados com divisdo genotipica para o polimorfismo da posicao -

786T>C do gene da eNOS para o grupo de voluntarias normotensas (NT) e hipertensas (HT)

em resposta ao treinamento fisico aerdbio realizado por 6 meses.

Parametros NT HT
TT TC+CC TT TC+CC
PAS Reducéo n.s n.s n.s
significativa
PAD Reducéo Reducéo Reducéo Reducéo
significativa significativa significativa significativa
NOX- Incremento Incremento Incremento Incremento
significativo significativo significativo significativo

n.s = ndo significativo, p<0,05.
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7. DISCUSSAO

Sabe-se que a pratica de exercicio fisico promove maior longevidade e menor
morbidade. Além disso, o exercicio fisico acarreta melhor controle de peso. Nossos resultados
mostram que seis meses de treinamento ndo promoveram qualquer alteracdo nos parametros
antropomeétricos. Esse dado é similar ao observado em estudo prévio realizado em nosso
laboratorio onde mulheres ap6s a menopausa apresentaram maior dificuldade em reduzir seu
peso corporal em resposta ao exercicio fisico (ZAROS et al., 2009). A razdo para isso poderia
ser que as voluntarias nao tiveram restricdo caldrica durante o estudo. Além disso, um estudo
mostrou que a reducdo do peso corporal é observada principalmente quando o treinamento
fisico é realizado em associacdo com a restricdo calorica (HANSEN et al., 2007). Outra
possibilidade para explicar a falta de mudanca no IMC poderia estar relacionada ao
incremento da massa muscular observada durante o treinamento fisico. Prévio estudo
demonstrou que o percentual de gordura estava diminuido e a massa magra estava aumentada
em mulheres treinadas (STARON et al., 1990). Considerando a faixa etaria e a queda no
metabolismo em mulheres de meia idade e na menopausa, nossos dados mostram que 0
exercicio fisico foi efetivo em evitar ganho de peso corporal na populacdo estudada.

Com relagdo a capacidade aerdbia, observamos que o protocolo de treinamento fisico
ndo provocou qualquer alteragdo nos valores de VO2 méx em ambos 0s grupos de
voluntarias, normotensas e hipertensas. No entanto, é necessario enfatizar que as mulheres
normotensas apresentaram maior consumo de oxigénio quando comparadas as voluntarias
hipertensas. Além disso, as voluntarias normotensas apresentaram reducdo significativa no
tempo total de execucdo do teste apds 6 meses de treinamento.

Estudos prévios mostram de maneira consistente que a utilizagdo de exercicios
aerdbios de intensidade baixa a moderada (40 -70 de VO, max) é mais eficaz para a promogéo
da reducdo da presséo arterial do que a utilizacdo de intensidade acima de 75% do VO, max
(extenuante) (HAGBERG et al, 2003; FAGARD, 2001; JONES et. al., 2009). Além disso,
resultados obtidos em nosso laboratério mostram que os efeitos benéficos do exercicio fisico
estdo diretamente associados & maior producdo de NO ou aumento na expressdo de enzimas
antioxidante, aumentando a biodisponibilidade do NO para as células musculares lisas
(MORAES et al.,, 2008; ZAROS et al., 2009). Nossos resultados mostram que tanto as
mulheres normotensas como hipertensas (sem subdivisdo por gen6tipo) apresentaram reduc¢édo
significativa da pressdo arterial mostrando que tanto a intensidade do exercicio para essa faixa

etaria quanto a duracdo do exercicio fisico aerobio mostraram-se eficientes na promocdo da
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reducdo dos niveis pressoricos. Os mecanismos pelos quais ocorre redugdo da pressdo arterial
em resposta ao exercicio fisico sdo multiplos e complexos. Acredita-se que a liberacdo de
substancias vasodilatadoras pelas células endoteliais € um dos principais mecanismos da
reducdo de pressdo arterial apds exercicio fisico. De fato, 0 aumento do fluxo sanguineo e
consequentemente da forca de cisalnamento (shear stress) pode ser considerado como um
poderoso estimulo para a liberagio do NO pelas células endoteliais (ZANESCO &
ANTUNES, 2007). No entanto, trabalhos estudando pacientes com polimorfismo para o gene
da eNOS na posicdo -786T>C, mostram que a presenca do alelo C reduz em 50% a produgéo
de NO (MIYAMOTO et al., 1998). Nossos resultados mostram que os valores basais de NO
ndo foram diferentes entre as voluntarias com ou sem o polimorfismo para o gene da eNOS na
posicdo -786T>C em ambos 0s grupos, normotensas e hipertensas, confirmando trabalhos
prévios que mostraram ndo haver diferenca na concentracdo plasmatica de NOX em
voluntarios hipertensos e normotensos (METZER ET AL., 2005; SANDRIM ET AL., 2007).
Por outro lado, o estimulo fisico pelo treinamento fisico aer6bio por 6 meses mostrou
claramente que as mulheres com gendtipo TT para o gene da eNOS na posi¢do -786T>C sdo
mais responsivas para a producao de NO quando comparadas aquelas com gendtipo TC+CC,
pois tiveram um aumento de 50-90% na concentracdo plasmatica de NOX', enquanto que o
grupo com polimorfismo a elevacdo da concentracdo plasmatica de NOX™ em resposta ao
exercicio fisico foi de cerca de 30%. De fato, trabalho prévio avaliando o efeito do shear
stress em cultura de células endoteliais mostrou que a expressdo do RNAm para eNOS era
genotipo dependente, sendo TT >> TC >> CC (CATTARUZZA et al., 2004).

Com relagdo a presenca de polimorfismo para o gene da eNOS na posicéo -786T>C,
reducdo de pressao arterial e concentracdo plasmatica de NOx™ em resposta ao exercicio fisico,
nossos dados mostram que em alguns grupos existe uma correlagdo positiva, enquanto que em
outros isso ndo ocorre, isso possivelmente deve-se ao nimero de voluntarias (n = 5), pois
quando associamos todas as voluntarias, verificamos que as mulheres com o genétipo TT sdo
mais responsivas ao exercicio fisico na reducdo da pressdo arterial do que aquelas com
gendtipo TC+CC (SPONTON et. al , 2010).
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CONCLUSOES

Nosso estudo mostra que:

A presenca do polimorfismo para a posi¢éo -786T>C do gene da eNOS néo afeta a
concentragdo basal de NOX', mas quando empregado um estimulo, exercicio fisico, a
concentragcdo de NOX™ é significativamente menor nas voluntarias com polimorfismo

para esta posic¢ao tanto em mulheres normotensas quanto hipertensas;

A reducdo da pressdo arterial em resposta ao exercicio fisico das voluntarias

mostrou-se ser genétipo dependente.
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