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RESUMO

Associacédo do polimorfismo  Apal do gene IGF-2 com a forgca e massa

muscular em idosas brasileiras

O envelhecimento provoca redugcdo de massa e de forca muscular diminuindo a
capacidade das idosas realizarem as atividades de vida diaria, podendo levar a
dependéncia, a morbidade e a mortalidade. Entre os fatores que contribuem para os
idosos tornarem-se fisicamente debilitados encontra-se a sarcopenia, influenciada
por fatores genéticos e ambientais. Entre poucos genes conhecidos que influenciam
na sarcopenia esta o gene candidato fator de crescimento semelhante a insulina 2
(IGF-2) que atua na proliferacdo das células satélites (HAUGK et al., 1995) e na
diminuicdo da expressdo do gene associada a idade em resposta as lesdes
musculares (MARSH et al., 1997), além disso, esta relacionado com as perdas
associadas a quantidade de forca e massa muscular (JI, 2001). Esse estudo teve o
propdsito de investigar a associacdo entre o polimorfismo Apal do gene IGF-2 e os
fendtipos forca e massa muscular considerando-se os padrbes de atividade fisica.
Participaram do estudo 252 brasileiras com idade média de 66,94 + 5,59 anos; 66,39
*+ 13,24 kg de massa corporal e 1,53 + 0,07 m de estatura, as quais tiveram a forgca
muscular mensurada pelo isocinético Biodex, a MLG nao 0ssea analisada atraveés do
DXA e responderam um questionario para caracterizacgdo da amostra e
determinacdo do nivel de atividade fisica. O DNA gendmico extraido de amostra
sangiinea foi genotipado para o polimorfismo Apal do gene IGF-2. A analise one-
way ANOVA mostrou que ndo houve diferenca significativa entre as variaveis idade,
massa corporal, estatura, IMC e o percentual de gordura (p>0,05). A analise de
covariancia (ANCOVA) demonstrou que nado houve diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos genotipicos (GG, GA, AA) com os fenétipos analisados
(massa livre de gordura e forga muscular isocinética). Portanto, ndo foram
encontradas associacdes significativas entre o polimorfismo Apal do IGF-2 com a

forca muscular isocinética e a massa livre de gordura.

Palavras chave: IGF-2, forca, massa livre de gordura, idosas.



ABSTRACT

Association between the  Apal polymorphism of the gene IGF-2 with the

strength and muscle mass in Brazilian female elders

Aging evokes reduction of mass and muscle strength and diminish the ability of
elderly carry out activities of daily life, may lead to dependence, the morbidity and
mortality. Among the factors that contribute to the elderly become physically
debilitated is the sarcopenia, influenced by genetic and environmental factors.
Among few known genes that influence the sarcopenia is the candidate gene Insulin-
like growth factor 2 (IGF-2) which operates the proliferation of satellite cells (HAUGK
et al., 1995) and reduced the expression of the gene associated with age in response
to muscle injury (MARSH et al., 1997), moreover, is related to the losses associated
with the amount of strength and muscle mass (JI, 2001). This study was the purpose
of investigating the association between the Apal polymorphism of the gene IGF-2
and phenotypes strength and muscle mass considering the patterns of physical
activity. Two hundred and fifty two Brazilian postmenopausal women participated in
the study, with a mean age of 66.94 + 5.59 years; body weight of 66.39 + 13.24 kg
and height of 1,53 + 0,07 m. The muscle which had the force measured by the
isokinetic Biodex, FFM not examined by DXA bone and answered a questionnaire for
sample characterization and determine the level of physical activity. The DNA
extracted from blood sample was genotyped for the Apal polymorphism of the gene
IGF-2. The one-way ANOVA analysis showed no significant difference between the
age, body weight, height, BMI and percentage fat (p>0,05). The analysis of
covariance showed that there was no statistically significant differences between
groups genotypic (GG, GA, AA) with phenotypes examined (FFM and isokinetic
muscle strength). Therefore, no significant associations were found between the Apal

polymorphism of IGF-2 with the isokinetic muscle strength and weight free of fat.

Keywords: IGF-2, strength, fat free mass, elders.
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1  INTRODUCAO

O envelhecimento € um processo lento e gradativo, além disso, ocorre em
diferentes ritmos para cada pessoa de acordo com as influéncias socioculturais,
fisicas, psicologicas, econbmicas e genéticas ao longo da vida (GUERREIRO,
RODRIGUES, 1999). A reducdo da massa muscular e a diminuicdo da forca
comprometem o desempenho neuromotor, podendo este comprometimento avancar
até que uma pessoa idosa ndo possa realizar mais as atividades da vida diaria
(AVD). Por isso € importante manter a forca muscular ao longo do envelhecimento,
porque ela é vital para a saude, para a capacidade funcional e para a vida
independente (FLECK e KRAEMER, 1999; RABELO et al., 2004). Além da perda de
forca, a capacidade do musculo de exercer forca rapidamente (poténcia) parece
diminuir com a idade. Essa habilidade é essencial e pode servir como um
mecanismo protetor nas quedas, uma das causas mais importantes de lesées. Com
0 passar dos anos tanto os homens quanto as mulheres apresentam crescentes
limitagbes no desempenho das tarefas basicas. Estes declinios associados a idade
levam a perda tanto da massa quanto da forga muscular, podendo levar a
dependéncia de outras pessoas para realizarem as capacidades funcionais além de
aumentar as taxas de ferimentos ocasionados por quedas levando ao aumento da
morbidade e mortalidade (BASSEY et al., 1992; METTER et al., 2002).

Entre os fatores que contribuem para os idosos tornarem-se fisicamente
debilitados encontram-se a sarcopenia, que consiste na diminuicdo da massa e da
funcdo muscular. Por isso estéa associada a perda da forca muscular relacionada ao
envelhecimento (ROSEMBERG, 1989; ROUBENOFF et al., 1997; FIATARONE et

al.,, 1990). Gollnick (1981) citou que o numero de fibras musculares sé&o
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determinados imediatamente apds o nascimento. Baseando nisso, Kuh et al. (2002)
sugeriram que os individuos com hipoplasia (poucas fibras musculares) do musculo
esquelético ao nascimento podem ter predisposicao as perdas do potencial tanto da
massa quanto da forgca muscular debilitando o individuo com o decorrer dos anos.
Para Sherpard (1998), a forca maxima é atingida por volta dos 25 anos de idade e
permanece no platd até em torno dos 35 anos, e 0 comeco das perdas acentuadas
acontece em torno dos 65 anos de idade. Alguns estudos tém encontrado
contribui¢cdes genéticas com relagdo a forca (REED et al., 1991) e a massa muscular
(ABNEY et al.,, 2001), no entanto, algumas pesquisas encontraram significativas
relacbes entre a massa muscular do crescimento pré-natal com individuos adultos
(GALE et al., 2001) e com a forca de preensao palmar (KUH et al., 2002). Existem
alguns estudos relacionando genes com a forca e a massa muscular, entre eles
podemos citar os estudos de Kahn et al. (2000), Gale et al., (2001), Kuh et al.,
(2002), Lima et al., (2007). Atualmente a tematica genética e atividade fisica atraem
a atencdo de inumeros pesquisadores, entretanto, ainda ndo esta claro qual a
influéncia que os polimorfismos dos genes como o receptor de vitamina D (VDR), 0
fator neurotrofico ciliar (CNTF), a enzima conversora de angiotensina (ACE), fator de
diferenciacdo do crescimento tipo 8/miostatina (GDF-8) e o fator de crescimento
semelhante a insulina - tipo 2 (IGF-2) exercem sobre a for¢ca e a massa muscular de
idosos. Entre os genes relacionados com a forga, massa muscular e composi¢cao
corporal esta o IGF-2 que possui influéncias significativas na composicao corporal,
no peso ao nascimento e na forca de preensdao do adulto (O'DELL et al., 1997,
SAYER et al., 2002).

Sabe-se que em alguns anos a populacdo idosa representara grande parte da

populacdo brasileira e que estd é composta por uma heterogeneidade étnica muito
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ampla diferentemente dos outros paises, por isso, esta populacdo é considerada
interessante para pesquisas genéticas. Nesse sentido, este estudo de associacao
procura identificar qual a influéncia do polimorfismo Apal do gene IGF-2 com relacao
aos fendtipos massa muscular e forca isocinética apds o inicio das perdas destes
fendtipos devido ao avanco da idade, pois assim contribuiria para melhorar
significativamente a qualidade de vida das pessoas idosas, prevenindo lesbes e
mantendo a capacidade funcional, o que possibilitara o direcionamento das praticas
preventivas mais adequadas para cada individuo, diminuindo o risco de
desenvolvimento de doencas e disturbios, como a sarcopenia, associados a
morbidade e a mortalidade. Apds vasta revisdo bibliografica foi observado que ha
poucos estudos sobre a perda de massa muscular e forca isocinética associada com
as influéncias genéticas, especificamente com o gene IGF-2. Dessa forma, esse
estudo podera contribuir para aumentar o conteudo de pesquisas dessa natureza na
literatura e possibilitara confrontar os resultados encontrados nesta pesquisa com 0s

dados obtidos em estudos de outras populacdes.
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2 OBJETIVO

Verificar a associacao do polimorfismo Apal do gene IGF-2 com os fenotipos
forca e massa muscular levando em conta os padrfes de atividade fisica em idosas

brasileiras.
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3 REVISAO DE LITERATURA

Inicialmente foi realizado um amplo levantamento bibliografico sobre os temas:
envelhecimento, forca, massa muscular e o polimorfismo Apal do gene IGF-2,
posteriormente, foi averiguado a existéncia de poucos estudos relacionando este

gene especifico com a for¢ca e a massa muscular em idosas brasileiras.

3.1 ENVELHECIMENTO

O Brasil esta deixando de ser caracterizado como um “pais de jovens”, pois a
populacdo tem apresentado mudancas nas taxas meédias de crescimento, alterando
as estruturas etarias. Em 1900, 44% da populacdo estavam na faixa entre 0-14 e
3,3% com mais de 60 anos. Ja em 1991, 34,7% estavam 0-14 anos e 7,4% com
mais de 60 anos. Essa progressao anuncia para 2025 uma duplicacdo do numero da
populacdo brasileira idosa para 15,1% (PASCHOAL, 2000). De acordo com o
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 1999), em quatro anos, 1995 —
1999, o numero de pessoas idosas com idade igual ou acima de 60 anos cresceu
14,5%, passando de 7,6% para 8,3% o0 numero de idosos e de 9,0% para 9,8% o
namero de idosas. O envelhecimento da populagcdo € um processo lento, porém
continuo. Em 2000, as mulheres idosas representavam aproximadamente 55,1%,
isso se deve a diferenciada taxa de mortalidade por sexo que fica mais evidente no
decorrer da idade. Estima-se que em 2025 nosso pais serad a sexta nacdo com o
maior numero de idosos do mundo, aproximadamente 30 milhdes de pessoas com

idade igual ou superior a 60 anos (KACHAR, 2003; ARDEO et al., 2004).
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Em 2050, de acordo com as projecbes realizadas pelo IBGE, havera um
aumento significativo do nimero de idosos com 80 anos ou mais da populacdo
brasileira (figura 1), isso se deve pelo aumento da expectativa de vida e pela

diminuicdo da fecundidade e da mortalidade entre outros (IBGE, 2004).

BRASIL: Populacao de 80 anos ou mais de idade por sexo
1980 - 2050

193

1980

3.000.000 V000000 5000000 3000000 1000000 1000000 3000000 5000000 FOODOOO 9000000

FPopulagio
FIGURA 1: Projecéo da populagéo brasileira com 80 anos ou mais de idade por sexo, entre 1980-2050.
Fonte: IBGE, 2004
De acordo com a pesquisa sobre este tema realizada na literatura percebe-se

gue o envelhecimento ocorre, em razao de alguns aspectos, como 0 aumento da
expectativa de vida vinculado ao decréscimo da taxa de fecundidade ocasionado
pelo controle da natalidade, atribuida em grande parte ao avanco técnico e cientifico
da medicina no controle e prevencdo das doencas, pela diminuicdo da taxa de
mortalidade causada por doencas transmissiveis passando a predominar o aumento
desta taxa ocasionado pelas doencas nao-transmissiveis e por causas externas,
levando ao aumento de gastos com saude. Sabe-se ainda, que fatores como o0 meio

ambiente, o estilo de vida, o habito de fumar, a alimentacéo, a pratica de atividade
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fisica entre outros, influenciam na velocidade e intensidade do processo de perda
muscular e no envelhecimento de cada individuo (BURCKHARDT, MICHEL, 1989;
NEWITT, 1994; BERGLUND et al., 2000; GUR et al., 2003).

Para Litvoc (2004) o envelhecimento é um processo irreversivel, que atinge a
maioria das pessoas em qualquer populacdo e caracteriza-se por uma progressiva
deterioracdo na capacidade do organismo de adaptar-se as mudancas ambientais,
resultando numa maior vulnerabilidade a doencas e a morte. Alguns estudos como o
de Forbes e Reina (1970) e Frontera et al., (1991), relataram que com o
envelhecimento ocorrem algumas alteragbes na composicdo corporal como a
reducdo do teor de agua, aumento de gordura e declinio da massa muscular
esquelética. Litvoc (2004) cita que o envelhecimento do organismo humano € um
processo caracterizado pelo declinio funcional dos diversos sistemas organicos, com
reducdo da capacidade de manter a homeostase normal e de responder a fatores de
estresse enddgenos e exdgenos. Esse autor ainda relata que as explicacdes para
esse fendbmeno podem ser divididas em dois grupos principais: as que invocam
razBes genéticas e as que procuram intera¢gdes bioquimicas de cunho estocastico ou
probabilistico, que, embora sejam especificas para cada espécie, poderiam, em
tese, ser moduladas pelo ambiente. A interacdo de fatores genéticos e
neuroendocrinos, juntamente com fatores decorrentes do ambiente onde vive o
individuo, tais como nutricdo, doencas, niveis socioecondmico e de atividade fisicas
influenciam nas alteragBes fisiologicas normais que incidem no declinio da
capacidade funcional dos o¢rgdos e sistemas a medida que a idade avanca

(SCROLL, 1994).
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3.2 SISTEMA MUSCULAR

Diversos horménios desempenham um papel importante na proteina muscular,
como o horménio da tiredide, horménio do crescimento (GH), a testosterona, a
insulina, o cortisol dentre outros. Entre esses diversos hormdnios podemos destacar
a miostatina que é uma proteina secretada que funciona como regulador negativo de
massa muscular (McNALLY, 2004). Na fase embrionaria é expressa no musculo
esquelético e atua na regulagdo do numero de fibras musculares formadas, e na
vida adulta tende a limitar o crescimento das fibras musculares (LEE, 2004). Na faixa
etaria entre 0s 40 e 60 anos de idade ocorre 0 aumento da massa corporal e a perda
gradativa da estatura corporal. Estes fatores sdo responsaveis pela diminuicdo da
massa O0ssea e da massa livre de gordura, pelo aumento da gordura corporal,
alteracdes nas quantidades de minerais, agua, proteinas e potassio (MATSUDO et
al., 2000). Alguns autores relatam que as perdas na massa e forca muscular
associadas com a idade tém efeitos prejudiciais na capacidade funcional, nas
lesdes, morbidade e na mortalidade (FIATARONE et al., 1990; BASSEY et al., 1992;

METTER et al., 2002).

3.3 SARCOPENIA

Sarcopenia é uma palavra de origem grega que literalmente significa “perda de
carne”, perda da massa muscular (DUTTA, 1997), (sarx = carne e penia = perda).
Este termo refere-se as varias mudancas relacionadas as fun¢des e a composi¢cao
corporal. Para Raso et al. (1997), a sarcopenia pode ser definida como o decréscimo

da capacidade neuromuscular com o decorrer da idade, sendo caracterizada
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principalmente pela diminuicdo da quantidade e da habilidade das proteinas
contrateis exercerem tensdo necessaria para vencer uma resisténcia externa a
realizacdo de uma tarefa. Os principais fatores que influenciam na sarcopenia séo: a
perda de motoneuronios (DOHERTY et al.,, 1993), a reducdo na ingestdao de
alimentos (MORLEY et al, 2001), e a inatividade fisica (EVANS, 2002). Além destes,
os fatores genéticos também contribuem para a variabilidade da massa e da forca
muscular. A figura 2 ilustra esquematicamente a influéncia dos fatores que

contribuem para o declinio de forca e massa muscular.

Fatores:
Nutricional

Hormonal

Metabélico

Imunolégico
1 Unidades Motoras

1 Fibras Musculares 1 Massa Muscular 1 Forca Muscular
Atrofia da Fibra Muscular

Atividade Fisica (> l

Sarcopenia

! !

Enfragquecimento Mobilidade Prejudicada

Inabilidade e Perda de Independéncia

FIGURA 2: Fatores relacionados ao declinio da massa e forga muscular
associada com a idade.

FONTE: adaptado de DOHERTY, 2003.

De acordo com Rosenberg (1989), a sarcopenia refere-se a perda da massa
muscular e o declinio na qualidade do musculo observada com aumento da idade.
N&o existe declinio funcional e estrutural tdo dramatico quanto o da massa magra,
particularmente o da massa muscular esquelética com o0 passar do tempo

(ROSENBERG, 1997). Este mesmo autor relata que a perda da massa muscular
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acontece até mesmo durante o0 envelhecimento saudavel, porém deve ser
considerada como uma doenca apenas quando impossibilitar o individuo de exercer
a aptidao funcional. As figuras 3 e 4 mostram, respectivamente, as alteracdes na
massa muscular relacionadas com a idade e a progressiva perda de massa

muscular.

21 anos

63 anos

FIGURA 3: Alteracdes na massa muscular relacionada
com a idade, em uma seccao transversal na coxa, de
duas pessoas com IMC similar.

FONTE: adaptado de http://www.gtxinc.com/graphics/
bmi.jpg

FIGURA 4: Desenho esquematico ilustrando a progressiva
perda de massa muscular.

FONTE: http://www.folstaxan.com/images/sarcopenia.gif
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De acordo com Freitas et al., (2002) com o envelhecimento, h4 uma diminuicédo
lenta e progressiva da massa muscular, sendo o tecido paulatinamente substituido
por colageno e gordura. No estudo de Young et al., (1985) utilizando a técnica de
ultra-sonografia para avaliar a area de seccado transversa do musculo quadriceps
encontrou reducdo de 35% tanto nos homens como nas mulheres quando
comparados a adultos jovens. Corroborando com este estudo, Overand et al., (1992)
utilizou a tomografia computadorizada para avaliar a area de secc¢ao transversa do
musculo quadriceps e também encontraram reducdes na area.

Sabe-se que a diminuicdo da massa muscular (quantitativa e qualitativa), € a
principal razdo para a reducdo na capacidade de produzir forca. De acordo com
Kamel, (2003) o idoso pode evoluir para a perda da independéncia funcional e uma
maior dificuldade na realizacdo das atividades da vida diaria (DUTTA, 1997).
Alteracdes musculo-esqueléticas estdo relacionadas com perda ou diminuigdo
funcional que refletem no metabolismo basal, na funcao renal, na funcéo cardiaca,
na capacidade vital e na fungdo pulmonar, o que potencialmente propicia o
organismo ao acumulo de doengas crbnicas como diabetes, hipertensdo
osteoporose e obesidade. Concomitantemente como conseqiéncias da sarcopenia,
ocorrem alteragcées no sistema nervoso e reducédo de secre¢bes hormonais, o que
conjuntamente acarreta problemas na marcha e no equilibrio, aumentando o risco de
guedas e fraturas (DUTTA, 1997; ROSENBERG, 1997; EVANS, 1997), aumentando
a prevaléncia de incapacidade e dependéncia funcional em idosos. E interessante
ressaltar que estas mudancas sdo mais pronunciadas nas mulheres (RICE e

LaPLANTE, 1992; GURALNIK, 1995; EVANS, 1997).
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3.4 FORCA

A falta de forca para carregar uma sacola de mantimentos para casa, por
exemplo, pode demonstrar mudancas intrinsecas na propriedade de contracdo
muscular, nas caracteristicas de fadiga e/ou na quantidade de sangue que flui para
0s musculos (DUTTA, 1997). A dificuldade em levantar de uma cadeira, levantar da
cama, a diminuicdo na velocidade do passo, problemas de equilibrio, quedas e risco
de fraturas séo reflexos de fraqueza nas extremidades inferiores do corpo (EVANS,
1997). A principal razéo para a reducdo na capacidade de produzir forca relacionada
com a idade é a diminuicdo da massa muscular esquelética (KLEIN, RICE e
MARSH, 2001), ocasionada principalmente pela perda das fibras musculares
glicoliticas - tipo Il (DUTTA, 1997; ROSENBERG, 1997; KAMEL, 2003), pela perda
gradual dos motoneurdnios (DOHERTY, 2003), assim também como pela perda da
quantidade e qualidade das proteinas contrateis (FLECK e KRAMER, 1999;
GOODPASTER et al., 2001) levando o idoso a dependéncia funcional.

No estudo de Larsson et al., (1979) realizado com 114 homens, entre 11 e 70
anos, encontraram que a forca do quadriceps aumenta até aproximadamente 30
anos e diminui expressivamente apO0s os 50 anos, devido a atrofia das fibras
musculares tipo Il. Frontera et al., (1991), relataram que os niveis de for¢a isométrica
do quadriceps de homens jovens com idade entre 20 e 35 anos, sdo de
aproximadamente 30 a 47% maior do que a forca relatada em idosos. Evans (1996)
ressalta que a maioria dos estudos em cortes transversais, demonstram que a
diminuicdo da forca, decorrente do envelhecimento, estd associada a perda da
massa muscular. Ja Lindle et al., (1997) realizou um estudo transversal no qual
comparou os niveis de forca isométrica do quadriceps em mulheres, e encontraram

gue o declinio da for¢a acontece mais cedo do que nos homens, porém este declinio
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ocorre em um ritmo mais lento. Além disso, comparando uma base percentual, a
perda de forca total com relacéo a idade é menor nas mulheres do que nos homens
(STALBERG et al., 1989; FRONTERA et al., 1991).

Frontera et al. (2000), relata que a for¢ca dos musculos extensores do joelho
serve para predizer a dependéncia dos idosos e que ndo ha muitos estudos
longitudinais de forca comparando mudancas na funcdo do musculo com as devidas
alteracdes no tipo de fibra muscular. Estes autores avaliaram as mudancas na forca
dos musculos flexores e extensores dos joelhos e cotovelos e na area de seccéo
transversa do quadriceps ao longo de 12 anos, e encontraram uma significativa
reducdo na area de seccdo transversa e na forgca isocinética da musculatura
analisada, sugerindo que estas reducdes tornassem os idosos mais frageis e
debilitados. Hughes et al. (2001) realizou um estudo com homens e mulheres por 10
anos no qual avaliou as modificacdes na forca dos musculos flexores e extensores
do cotovelo e joelho. Os resultados mostraram que as mulheres apresentaram uma
gueda mais lenta do que os homens gquanto aos flexores e extensores dos cotovelos
e, tanto os homens quanto as mulheres tiverem um declinio na forca isocinética dos
musculos extensores e flexores do joelho respectivamente de 14% e 16% em média.

Baseando nos dados encontrados na literatura sabe-se que o envelhecimento,
a diminuicdo da massa magra e a queda progressiva da for¢ca podem levar o idoso a
reducdo da capacidade funcional, prejudicando o desempenho das tarefas de vida
diaria (REEVES, NARICI, MAGANARIS, 2004), contribuindo para o declinio da
independéncia (FLYNN et al., 1999) e diminuicdo do nivel de atividade fisica (ROTH

et al., 2000).
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3.5 GENES QUE SE ASSOCIAM COM FORCA E MASSA MUSCULA R

Alguns estudos verificaram a associagao entre genes candidatos e os fenotipos
de massa e forca muscular. Dentre estes genes podemos destacar o VDR, ACE,
CNTF. Roth et al., (2004) encontraram uma associagao significativa entre a massa
livre de gordura (MLG) e o polimorfismo Fokl do gene VDR em idosos caucasianos
mas, enfatizaram a necessidade de novos estudos para verificar outras variacdes
alélicas. Ja Lima (2006b) investigou a associacdo entre os polimorfismos do gene
VDR com a massa livre de gordura em 191 mulheres brasileiras p6s-menopausadas
e nao neste estudo ndo houve associacdo dos polimorfismos analisados do gene
VDR com os fenotipos de massa livre de gordura.

Em um estudo realizado por Folland et al. (2000) com 33 homens jovens ativos,
verificaram os efeitos dos genoétipos do gene ACE sobre as mudancas na forca do
quadriceps depois de nove semanas de um programa de treinamento. Observaram
que os individuos com o alelo D mostraram maior ganho de forca do que os
individuos com o alelo | apos o treinamento isométrico.

No estudo de Roth et al., (2001) foi analisado a relacao entre o CNTF e forca
muscular em 494 homens e mulheres saudaveis. Eles encontraram que o0s
individuos heterozigotos (G/A) para a mutacado nula do CNTF apresentaram maior
pico de torque concéntrico dos musculos extensores e flexores do joelho que
individuos homozigotos (G/G). Quando a massa livre de gordura dominante foi
usada no lugar da massa corporal, o pico de torque concéntrico de extensores de
joelho também foi significativamente melhor nos individuos (G/A). Os dados
encontrados indicam que individuos exibindo o genétipo (G/A) possuem melhor

forca, qualidade muscular e contracao relativamente mais rapida do que individuos
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(G/G). Ja Souza (2007) realizou um estudo de associacao entre SNPs do CNTF com
os fendtipos da massa livre de gordura, levando em conta a ancestralidade
gendmica em 190 idosas brasileiras pos-menopausadas. Neste estudo né&o
encontraram associacao significativa entre os polimorfismos do CNTF e os fendtipos

musculares.

3.6 IGF-2

O gene fator de crescimento semelhante a insulina 2 (IGF-2), também
conhecido como somatomedina A, localizado no braco curto, 11p15.5 (Figura 5), do
cromossomo 11 (TRICOLI et al., 1994) constituido por 9 exons (SCHOFIELD, 1991),
codifica um polipeptideo membro da familia dos fatores de crescimento semelhante
a insulina que é envolvido no desenvolvimento e no crescimento (NCBI, 2006)
secretado pelo figado e outros tecidos. O gene IGF-2 é expresso durante o
desenvolvimento embrionario, principalmente no crescimento placentario
(CONSTANCIA et al., 2002). O polimorfismo estudado foi o Apal, SNP RS680,

localizado na regido 3’ ndo traduzida.
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FIGURA 5: Desenho esquematico do IGF-2 destacando sua localizagdo no braco curto do
cromossomo 11 (11p15.5).

FONTE: genecards (extraido em 10/10/2006 — www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=IGF-
2&pubmed=202)

Em seres humanos o IGF-2 é igualmente expresso em adultos com
transcri¢cdes resultantes de um promotor especifico (PAGTER-HOLTHUIZEN et al.,

1987), jA em ratos a regido do gene correspondente aos humanos contém dois



pseudo-exons explicando porque a expressédo do IGF-2 cessa ap0s 0 nascimento
em ratos e nao nos seres humanos (ROTWEIN, HALL, 1990). Trata-se de um gene
imprinted e € expresso somente no alelo paterno e inativo no genoma materno. O
imprinting gendmico € uma forma de expressdo génica em gque uma determinada
modificacdo na regido do gene causa uma expressao diferenciada dos alelos,
levando em conta a origem parental. Quando ndo ocorre essa mutacao tem-se uma
expressdo mono-alélica paterna sendo o alelo materno silenciado (TORETSKY,
1996). Por sua vez, o genoma materno expressa 0 gene receptor do fator de
crescimento semelhante a insulina tipo 2 (IGF-2R) que codifica uma proteina que
degrada o excesso do fator de crescimento IGF-2; em contrapartida, este gene esta
mutilado no genoma paterno.

O IGF-2 tem importantes fungdes, entre as quais podemos citar a proliferacéo
das células satélites (HAUGK et al.,, 1995), a diminuicdo da expressdo do gene
associada a idade na resposta as lesbes musculares (MARSH et al., 1997), além
disso, esta relacionado com as perdas associadas com a quantidade de forca e
massa muscular dos homens (JI, 2001). Um importante papel do IGF-2 é ser o
principal regulador do crescimento fetal e placentario demonstrado pelo reduzido
crescimento pré-natal de camundongos quando ha auséncia de um alelo funcional
(DeCHIARA, 1991; BAKER, 1993).

Alguns estudos relataram associa¢des significativas entre o polimorfismo Apal
do gene IGF-2 e fenétipos musculares, como o de Gomes et al., (2005) realizaram
um estudo no qual testaram a associagéo entre o genadtipo IGF-2/Apal e o IMC, que
corresponde a razao entre a massa corporal (kg) e o quadrado da altura (m?). Para a
realizacdo deste estudo foi utilizada uma amostra de 101 voluntarios, com idade

entre 18 e 30 anos, sendo 44 homens e 57 mulheres. Ainda neste estudo foram
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relacionados os resultados de 89 pessoas com O peso ao nascimento. A
genotipagem do IGF-2/Apal foi realizada a partir de DNA (sangue periférico) através
do método da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e do polimorfismo de tamanho
de fragmentos de restricdo (RFLP). As frequéncias genotipicas observadas foram 12
(12,3%) A/A, 47 (45,6%) AIG e 42 (42,1%) G/G. As frequéncias alélicas foram
f(A)=p=0,35 e f(G)=0=0,65. A aplicacdo do teste Qui-quadrado revelou que nao
havia diferenca significativa entre as frequéncias observadas e esperadas (p<0,05).
A comparacdo das médias dos pesos ao nascimento apresentou diferencas
estatisticamente significativas entre A/A e G/G, sendo os portadores do genotipo
G/G em média 0,639kg mais pesados. Quanto ao IMC atual, os resultados né&o
foram significativos, mesmo separando em 2 grupos (IMC = 25-30 e IMC > 30).

Sayer et al.,, (2002) que realizaram uma pesquisa para determinar se o
polimorfismo do gene IGF-2 influencia no controle da forca em adultos e medidas da
associagao entre o tamanho no nascimento e o controle da forga na vida mais tarde.
Para a realizacdo desta pesquisa foi constituida uma amostra composta por 693
individuos, sendo 397 homens e 296 mulheres, nascidos entre o ano de 1920 e
1930. Foi realizada a mensuracéo da for¢ca de preensdo manual, coletada amostras
de sangue para a extracdo do DNA e a genotipagem. Para a andlise dos dados os
alelos foram codificados em G ou A e por tanto, houve a formacéo de trés grupos:
GG, GA e AA. Apos analise verificaram que nos homens o genétipo GG apresentou
forca de preensdo manual menor do que nos homens de gendtipo AA, no entanto,
com relacéo as mulheres néo foi encontrada diferenca significante.

O estudo de Schrager et al., (2004), avaliou a influéncia do polimorfismo Apal
do gene IGF-2 com a massa corporal livre de gordura, a forca muscular dos bragos e

das pernas. A amostra foi composta por 579 individuos de ambos os sexos, sendo
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divididos em dois grupos a partir do estudo longitudinal de Baltimore. O grupo |
composto por 94 homens e o grupo Il por 246 homens e 239 mulheres. O estudo foi
analisado durante 42 anos. ApOs a analise dos dados verificou-se que a forca
isocinética de braco foi significativamente menor em homens A/A do que em homens
G/G. Ja as mulheres A/A tiveram uma quantidade menor de massa corporea livre de
gordura, menor forca isocinética de braco e de pernas, do que as mulheres de G/G.
Além disso, estas diferencas entre os grupos dos gendétipos foram mantidas nos 65
anos e ao longo da vida. Nenhuma diferenca do gendtipo associado as perdas da
forca de preensdo palmar ou a forca das pernas foi encontrado no grupo I. Os
resultados do grupo Il sustentam a hipotese de que a variacdo dentro de um gene
conhecido influencia o desenvolvimento do musculo afetado, da massa muscular e

da funcdo do musculo na idade avancada.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DELINEAMENTO DA PESQUISA

Para a realizagdo deste projeto foi utilizado um corte transversal, no qual os
gendtipos do gene IGF-2 sdo as varidveis independentes e, a forca e a massa

muscular sdo as variaveis dependentes (THOMAS, NELSON, 2002).

4.2 POPULACAO

A populacdo desta pesquisa foi composta por idosas pos-menopausadas

residentes no Distrito Federal e entorno.

4.3 AMOSTRA

O recrutamento das voluntarias foi realizado por meio de ligacdes telefénicas e
panfletagem, nas quais as voluntarias eram convidadas a participar da palestra
sobre o panorama da pesquisa. Para fazer parte da amostra deste estudo foram

adotados os seguintes critérios de incluséo:
v Ter 60 anos ou mais;
v Estar na pés-menopausa;
v Ter nacionalidade brasileira;
v Ser capaz de caminhar sem assisténcia de outra pessoa;

v Nao apresentar problemas significativos de saude que possa influenciar no

resultado da pesquisa;
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v Nao utilizar algum tipo de pino e placas metalicas, marcapasso ou protese

unilateral ou bilateral de quadril;
v Ter pressao arterial controlada;

v N&o apresentar historico de doencas cardiovasculares sem o controle por
medicamentos ou doengas osteomioarticulares de qualquer segmento dos

membros inferiores que impedissem a realizac&o dos testes;

v Apresentar massa corporal e estatura compativel com os limites superiores

para realizar as medidas na balanga e/ou DXA,

v Ter disponibilidade e querer participar da pesquisa.

A partir da populacao geral foram selecionadas 300 idosas para participar da
pesquisa. ApOs a realizacdo da triagem das voluntarias, duas foram excluidas por
nao terem nacionalidade brasileira; 13 n&o tinham 60 anos completos; quatro
apresentavam pinos metalicos ou prétese; duas tinham massa corporal incompativel
com o DXA; cinco nao tinham disponibilidade de tempo para a realizacdo do estudo.
A fase de recrutamento e coleta dos dados das idosas foi de fevereiro a novembro
de 2007. Apos o final da coleta dos dados, sete idosas desistiram do estudo sem
realizar nenhum teste; cinco voluntarias ndo responderam 0s questionarios ou
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE - ANEXO A); seis idosas foram
excluidas por nao terem feito a densitometria 6ssea; e quatro idosas ndo quiseram
participar da coleta sangiiinea. A amostra ao final ficou composta por 252 idosas
com idade média de 66,94 + 5,59 anos, as quais ndo apresentavam significativos
problemas de saude que pudesse ser agravado com o estudo. As caracteristicas da

amostra estao apresentadas na tabela 01.
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4.4 PROCEDIMENTOS

4.4.1 Cuidados Eticos

As idosas participantes desta pesquisa foram avisadas com antecedéncia a
respeito das datas da coleta dos dados e todas as idosas assinaram o TCLE
orientando-as dos objetivos, testes realizados, procedimentos adotados, o0s

possiveis desconfortos, assim como dos riscos e beneficios da pesquisa.

Os dados obtidos neste projeto ndo causaram impacto negativo nas idosas e
nem a seus familiares, além disso, ndo trouxe prejuizo para a sociedade a qual esta
inserida. Por se tratar de uma pesquisa cientifica, os dados coletados séo sigilosos,
sendo permitido apenas aos pesquisadores deste e a idosa 0 acesso aos resultados
obtidos. As idosas podiam deixar de participar da pesquisa a qualquer momento,
podendo assim retirar seus dados dos bancos de armazenamento. O projeto foi
aprovado no comité de ética da Universidade Catdélica de Brasilia sob o namero

CEP/UCB 014/2007 (ANEXO B).

Os resultados encontrados nesse estudo serdo utilizados como dados de
pesquisa cientifica, e serdo publicados e divulgados em revistas cientificas,

preservando a identidade dos participantes.

442 Para a Coleta de Dados

A coleta e a analise dos dados foram realizadas no Laboratério de Estudos em

Educacdo Fisica e Saude (LEEFS), Laboratério de Ciéncias Gendmicas e
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Biotecnologia, Laboratério de Avaliacdo Fisica e Treinamento (LAFIT) e no

Laborat6rio de Imagem na Unidade de Densitometria Ossea.
Os procedimentos adotados foram:

Primeiramente todas as participantes responderam um questionario de
caracterizagdo da amostra informando sobre o histérico médico, tratamento de
reposicao hormonal, tabagismo, cor de pele referida, cidade de nascimento e demais
informacdes necessarias para caracterizacdo e sele¢cdo da amostra (ANEXO C). Um
avaliador estava presente na aplicacdo do TCLE e dos questionérios para esclarecer

as davidas, porém este nao pode interferir nas respostas das idosas.

4.5 CARACTERIZACAO DOS NIVEIS DE ATIVIDADE FiSICA

Foi utilizado a verséo longa do Questionario Internacional de Atividade Fisica
(IPAQ, do inglés International Physical Activity Questionaire), para determinar 0s
niveis habituais de atividade fisica das voluntarias. O IPAQ foi desenvolvido como
um instrumento para monitorar de forma padronizada a atividade e inatividade fisica
em diversos paises (CRAIG et al., 2003). O modelo usado no presente estudo
corresponde a traducéo oficial em portugués da versdo longa (disponivel no site

www.celafiscs.org.br). A avaliagdo leva em consideragéo a duragéo e frequéncia das

atividades fisicas realizadas em uma semana, considerando-se apenas sessdes
superiores a 10 minutos continuos. Os resultados deste questionario possibilitam a
divisdo em cinco categorias: sedentario, irregularmente ativo B, irregularmente ativo

A, ativo e muito ativo (ANEXO D).



41

4.6 ANTROPOMETRIA

A amostra foi caracterizada pela avaliacdo antropométrica, mensuracao da
massa corporal em uma balanca da marca Filizola® com resolucéo de 50 gramas (g)
e capacidade maxima de 150 quilogramas (kg) e a mensuracdo da estatura (m) em
um estadibmetro acoplado a balanca com resolucdo de 1mm. Posteriormente foi
calculado pela formula massa corporal pela estatura? (kg/m?) o indice de Massa

Corporal (IMC).

4.7 MASSA MUSCULAR

A massa muscular foi mensurada utilizando o equipamento da marca Lunnar,
modelo DPX-1Q (Lunar Corporation, Madison, WI, USA) por meio da absortometria
por raios-x de dupla energia (DXA) no Laboratério de Imagem na Unidade de
Densitometria Ossea da UCB — Figura 6. De acordo com recomendacdes do
fabricante, o instrumento foi calibrado e testado antes do inicio dos testes. Atraves
da atenuacédo de um feixe de energia penetrantes (protons), fazendo a varredura da
area de interesse, este metodo determina a massa gorda, massa magra e 0
conteuado mineral 6sseo de todo o corpo (LINDLE et al., 1997), além dos valores de
massa livre de gordura dos membros (apéndices) (LYNCH et al., 1999). De acordo
com Hansen et al., (1999), o DXA é considerado vélido para avaliar a composicéo

corporal de mulheres idosas, podendo ser aplicado para mensurar a Massa Livre de
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Gordura (MLG) das idosas, devido ao fato da MLG mensurada no DXA

correlacionar-se fortemente com a massa muscular.

Durante a realizacdo do exame, aproximadamente 25 minutos, as idosas
permaneceram em decubito dorsal sobre a mesa do equipamento, em seguida foram
cuidadosamente posicionadas de forma que permaneceram totalmente centralizadas
em relagcdo as laterais da mesa. Além disso, foi utilizado um velcro para garantir que
as voluntarias permanecessem com os membros inferiores estendidos e separados
um do outro. Com relacdo aos membros superiores, as idosas foram orientadas a
manter os membros superiores estendidos ao longo do corpo com os antebragos em

pronagdo. O DXA determina a massa dos tecidos de todo o corpo.

FIGURA 6: DXA modelo Lunar DPX-IQ (Lunar Corporation,
Madison, WI, USA).

O percentual de gordura obtido através do DXA foi utilizado para melhor
caracterizar a amostra. Dessa forma, as variaveis seguintes foram utilizadas nas

analises posteriores:

v Massa Livre de Gordura Total (MLGT): Tecido ndo 6sseo livre de gordura de

corpo inteiro expresso em Kg;
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v Massa Livre de Gordura Total Relativa (MLGTR): Tecido ndo 6sseo livre de
gordura de corpo inteiro dividido pela estatura ao quadrado, expresso em
Kg/m2. Trata-se de uma férmula analoga ao IMC, que elimina diferencas na

MLGT decorrentes de diferencas de estatura;

v Massa Livre de Gordura Apendicular (MLGA): Tecido nao ésseo livre de
gordura apendicular. Refere-se ao somatorio da massa livre de gordura dos

membros inferiores e dos membros superiores expresso em Kg;

v Massa Livre de Gordura Apendicular Relativa (MLGAR): Tecido ndo 6sseo
livre de gordura apendicular dividido pela estatura ao quadrado, expresso
em Kg/m2. Trata-se de uma férmula analoga ao IMC, que elimina diferencas

na MLGA decorrentes de diferencas de estatura.

4.8 FORCA

A avaliacdo do Pico de Torque (Newtons-metros - Nm) foi realizada pelo maior
valor de torque em cada série do teste no dinamdmetro isocinético Biodex System
lI” (Biodex Medical, Inc., Shirley, NY) — Figura 7. Primeiramente foi mensurada a
Pressdo Arterial (PA) das idosas antes do inicio dos testes. As idosas que

apresentaram a PA alterada foram remarcadas para realizar o teste posteriormente.



FIGURA 7: Biodex System IlI" (Biodex Medical, Inc., Shirley, NY).

As voluntarias realizaram um aquecimento em bicicleta ergométrica Lode"
modelo Excalibur em uma poténcia de aproximadamente 15-30w durante 5 minutos.
O Dinamoémetro foi calibrado conforme especificacbes do fabricante e todos os
testes foram realizados pelo mesmo avaliador. Apds o aquecimento, as idosas foram
posicionadas na cadeira ajustavel do dinamdmetro isocinético, e foi verificado qual
era a perna dominante da voluntaria, a qual foi escolhida para realizar o teste. A
cadeira foi ajustada para que a fossa poplitea do joelho estivesse apoiada na parte
inferior do assento da cadeira, e para que o epicoéndilo lateral do fémur estivesse
alinhado com o eixo mecéanico de rotagdo do dinamdémetro. Em seguida, foram
colocados os cintos de estabilizacdo da regido toracica, pélvica e femoral da perna
dominante para minimizar qualquer movimento que pudesse interferir no resultado
do teste. Também foi observada a estabilizacdo da coxa em sua porcéo distal com o
objetivo de minimizar o movimento femoral. O braco da alavanca foi ajustado e
fixado imediatamente acima do maléolo medial da perna dominante. Uma vez que a

idosa estava corretamente posicionada foi ajustado a 0° a posicdo em que O
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epicondilo lateral do fémur esta alinhado com o eixo mecanico do dinamémetro e a
perna fazendo 90° com o assento da cadeira. Posteriormente foram estabelecidos os
angulos gque determinavam a amplitude do movimento da voluntaria. Em seguida, a
perna foi colocada a 40° para medir o peso do membro avaliado a fim de corrigir a
acao da gravidade. A voluntaria foi orientada a segurar com os bracos cruzados no
cinto de estabilizacdo da regido toracica, uma vez que nao foi adotada a pegada na
mesa pelo fato de algumas idosas ndo conseguirem segurar firmemente nesta

posicao.

AplOs 0s ajustes adequados para a realizacdo do teste foi realizada a
familiarizacdo do movimento no dinamémetro isocinético composta por 3 repeticdes
exercendo a forca minima necessaria para realizar o movimento da amplitude
estabelecida. O grupo muscular avaliado foi o extensor da articulagédo do joelho do
membro dominante. O pico de torque foi mensurado a uma velocidade angular de
60°/s com trés séries de quatro repeticdes e intervalo de 30 segundos entre cada
série (Bottaro et al., 2005). O protocolo utilizado neste estudo segue as
recomendacdes de TERRERI et al., (2001) os quais afirmam que s&o necessarios de
trés a cinco repeticbes para se avaliar o pico de torque, em velocidades angulares
abaixo de 180%7s e de BROWN e WEIR (2001) que se ba seiam em um estado de
pré-ativacdo neural das unidades motoras que afeta as varidveis da for¢ca muscular,
e que deixam aptos 0os musculos para produzirem muita forca ou torque, a partir da
segunda repeticdo por tanto afirmam n&o ser necesséario ultrapassar as cinco
repeticbes em uma seérie de contracdes musculares. Foram oferecidos estimulos
verbais (dizendo em voz alta “forga, forca, forca...”) e visuais (grafico representando

a forca exercida da voluntéria) durante as mensuragoes.
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4.9 ANALISE DO DNA

4.9.1 Coleta Sanguinea

As participantes foram convidadas a comparecer ao LEEFS, localizado no
Campus | da UCB onde foi realizada a coleta sanguinea. A amostra sanguinea de
todas as participantes foi coletada através da veia antecubital, conforme figura

abaixo:

FIGURA 8: Coleta de sangue através da veia antecubital.

Este procedimento foi realizado por uma enfermeira devidamente treinada. O
volume de sangue extraido, de 3 a 5 ml, foi colhido em tubos vacutainer estéreis
contendo anticoagulante EDTA. O material bioldgico foi armazenado na geladeira
local até a coleta sanguinea de todas as voluntarias. Apdés a coleta, as amostras
foram levadas ao Laboratério de Ciéncias Gendmicas e Biotecnologia, localizado no
Campus |l da Universidade Catolica de Brasilia, onde todo o procedimento foi

realizado desde a extracdo do DNA até a obtencao dos genotipos.
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4.9.2 Extracdo do DNA

O processo de extracdo do DNA foi realizado pelos proponentes da pesquisa.
O DNA genbmico de alto peso molecular extraido dos leucocitos periféricos foi
realizado utilizando-se o método “Salting Out” do protocolo modificado de Miller et
al., (1988). Os procedimentos de extragdo envolveram basicamente quatro passos:

a) Apos a homogeneizacdo do sangue, foi adicionado um volume inicial de 300
ul de sangue em um microtubo de 1,5 ml. Adicionou-se também 1000 pl de agua
destilada e utilizou-se o vortex por 15 segundos para misturar a solucao,
posteriormente centrifugou a 5000 rpm por 15 minutos e descartou o sobrenadante
com cuidado para nao perder o pellet. Repetiu-se esta etapa por duas vezes.
Adicionou 1000 ul de agua destilada ao pellet e utilizou-se o vortex por 15 segundos
para misturar a solucdo, em seguida centrifugou a 5000 rpm por 15 minutos e
descartou o sobrenadante.

b) A solucdo usada nesta etapa do procedimento foi denominada Tampéao A,
composta por sacarose (0,32 M), Tris-HCI (10 mM, pH 7,6), MgCI2 (5 mM) e o
detergente ndo i6nico Triton X 100 (1%). Ressuspendeu-se o pellet em 700 pl de
Tampao A, centrifugou o material a 3000 rpm por 15 minutos para condensacéo do
pellet, em seguida foi descartado o sobrenadante. Esta etapa foi realizada duas
vezes. Nesta fase ocorreu a quebra das células com remocdo das membranas
lipidicas por meio da adicdo de um tampao com detergente.

c) A solucao utilizada nesta etapa foi o Tampéao B (25 mM de EDTA com pH 8,0
e 75 mM de NaCl), sendo adicionado SDS a 10% (do inglés, sodium dodecyl sulfate)
e proteinase K (10 mg/ml). Em seguida, o pellet foi suspenso a 500 ul de Tampéo B,

adicionou-se também 50 pul de SDS a 10% e 5 pl de Proteinase K. Os tubos foram
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incubados a 55°C por 60 minutos para ativacdo das enzimas. Apés a incubacéao foi
adicionado 200 pl de NaCl saturado (6 M) e agitou por 15 segundos, seguido de uma
nova centrifugacdo da mistura a 3000 rpm por 15 minutos com a finalidade de
precipitar impurezas no fundo dos tubos. Esta etapa foi realizada para que ocorresse
a remocéao das proteinas celulares e histonas ligadas ao DNA por meio da adicao de
uma protease e precipitacdo com sodio.

d) Transferiu-se o sobrenadante obtido no item anterior para outro tubo de 1,5
ul e foi adicionado etanol absoluto (100%), na proporcédo de duas vezes 0 volume
contido no tubo. Misturou-se por inversdes cuidadosas, sendo nesse momento
possivel a visualizacdo da precipitacdo do DNA. Foi realizada outra centrifugacao a
5000 rpm durante 5 minutos com a finalidade de aderir o DNA no fundo do
microtubo, descartando-se em seguida o etanol com cuidado para ndo perder o
pellet. Apds a evaporacdo completa do etanol, foram adicionados 100 ul de TE para
conservacdo do DNA e incubado a 37°C durante 1 hora. Nesta Ultima etapa ocorreu

a precipitacdo do DNA em alcool.

4.9.3 Quantificagdo do DNA

A concentracdo do DNA extraido foi estimada por meio de gel de agarose a
1%, corado com brometo de etidio. Em cada poco do gel foi aplicado um volume de
8 ul, sendo 4 ul de solugcédo tampé&o de carregamento (azul de bromofenol) e 4 ul do
DNA extraido e conservado em TE. Foi utilizado como padrdo para quantificacdo o
lambda DNA em concentracdes de 20, 50, 100 e 200ng/ul. Apds aproximadamente
15 minutos de eletroforese a 80V, o gel foi fotografado em luz ultravioleta (Figura 9).

A quantificacdo do DNA foi realizada por meio da comparacao entre a intensidade
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das bandas visualizadas nas amostras extraidas, com as observada nos padrbes de

lambda DNA.
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FIGURA 9: Quantificacdo do DNA.

Apos a quantificacdo, todas as amostras de DNA foram diluidas em agua

destilada para que ficassem numa concentracéo final de 5 ng/ul.

4.10 POLIMORFISMO ESTUDADO NO GENE IGF-2

O polimorfismo no gene IGF-2 estudado nesta pesquisa foi o Apal, depositado

no banco de dados dbSNP no NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP) com

a respectiva denominacao rs680.

Foi utilizada a letra ‘G’ para identificar o alelo com a presenca de guanina, e ‘A’

para identificar o alelo com a presenca de Adenina (A). Posteriormente a
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identificacdo do alelo presente, cada uma das amostras foi classificada em um dos

trés possiveis grupos: AA, GA e GG.

4.11 AMPLIFICACAO DO DNA

O método amplificacdo do DNA foi feito pela Reacdo em Cadeia da Polimerase
- PCR (do inglés POLIMERASE CHAIN REACTION) em um termociclador da marca
GeneAmp® PCR System 9700, (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Veja

figura abaixo:

FIGURA 10: Termociclador da marca GeneAmp PCR System
9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).

Esta técnica faz com que um fragmento especifico de fita simples da molécula
de DNA, seja amplificado milhares de vezes em poucas horas. Ela € baseada na
termoestabilidade da enzima Taq Polimerase, extraida da bactéria Thermus
aguaticus, com capacidade de exercer sua funcdo em temperaturas elevadas que

promovem normalmente a desnaturagdo do DNA. O MgClI, favorece o estimulo na
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Tag polimerase e o dNTP sdo mondémeros para a biossintese do DNA. A reacao da
PCR foi realizada em um volume final de 12,5 pl, sendo: MgCl, 2,5uM (0,25ul),
dNTP 250uM (1,25ul), Tampao 1x (1,25ul), BSA 0,32uM (1,6ul), Primer F - 5'-
GTCCCTGAACCAGCAAAGAG-Z 0,5uM (0,625pl) Primer R - 5'-
TGATGGAAAAGGGAGTGAGG-3' 0,5uM (0,625ul), enzima Tag DNA Polimerase
0,5U (0,1ul), agua milli-Q (3,8ul) 5ng de DNA (3ul). Os primers utilizados nesta
reacao foram desenhados pelos autores desse projeto. Os fragmentos amplificados

possuiam 156 pares de bases (bp).

Este procedimento consiste em varias interagdes composta pelas seguintes
etapas: a primeira fase é a de desnaturacéao inicial realizada com a temperatura de
94°C e duracao de 5 minutos. Durante esta fase, a cadeia dupla do DNA é separada
em duas cadeias simples. Posteriormente temos 35 ciclos sendo composto por 45
segundos a 94°C (desnaturacao), 1 minuto a 63°C (anelamento) e 1 minuto a 72°C
(extensdo). Em seguida, a segunda fase de extensdo, € realizada com a
temperatura de 72°C por 10 minutos e 4°C até o momento em que o produto fosse
retirado. Apds multiplas interagdes, o aumento da quantidade de DNA é previsto por

uma férmula exponencial 2%,

Os produtos amplificados da PCR (4 ul) foram adicionados a 3ul de tampéao de
carregamento em 2% de gel agarose corado com brometo de etideo para que fosse

visualizado na luz ultravioleta conforme figura abaixo.
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FIGURA 11: Fragmentos de DNA
separados por eletroforese em
gel de agarose.

4.12 GENOTIPAGEM DO IGF-2

A genotipagem do polimorfismo foi realizada com a enzima de restricdo Apal
utiizando a PCR-RFLP (Polimorfismos de tamanho em fragmentos de restric&o).
Para a realizacdo deste procedimento foi utilizada 7ul a 9ul de produto PCR, 1,5
buffer, 0,75 de enzima de restricdo Apal, e 5,75 a 3,75 de agua destilada. Esta
reacao era incubada em overnight a 37°C e posteriormente foram adicionados 4 pl
de DNA digerido pela enzima de restricdo a 3pl de tampao de carregamento em gel
de agarose (4%) corado com brometo de etideo para que fosse visualizado na luz

ultravioleta. Veja figura abaixo:
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FIGURA 12: Fragmentos do
polimorfismo do gene IGF-2 com
a enzima de restricdo Apal
separados por eletroforese em
gel de agarose (4%).

4.13 TRATAMENTO ESTATISTICO

Com relacé@o a analise estatistica foi feita uma estatistica descritiva dos dados
para a caracterizagdo da amostra, utilizando a média e o desvio-padréo. Além disso,
realizou-se uma analise exploratéria com o teste Kolmogorov-Smirnov para verificar
se os dados seguiam uma distribuicdo normal. O teste chi-quadrado foi utilizado para
verificar se a frequéncia genotipica das idosas encontrava-se de acordo com o0

equilibrio de Hardy-Weinberg.

A andlise de variancia one way multifatorial ANOVA foi utilizada para comparar
se houve diferenca entre os gendtipos do gene IGF-2 e as varidveis dependentes:
idade, massa corporal, estatura, IMC e percentual de gordura. Nesta analise, foram

utilizado como fator fixo os gendtipos e como dependentes as variaveis analisadas.



Além disso, foi utilizada uma regressdao mdultipla (método stepwise) para
verificar se as variaveis dependentes (fenotipos musculares e pico de torque) e as
covariaveis (idade, massa corporal, estatura, IMC, percentual de gordura, nivel de
atividade fisica, tabagismo, reposicdo hormonal e cor de pele referida) se
associavam. Todas as covariaveis que nao influenciavam a variavel dependente (p >
0,10) foram removidas das posteriores analises. As covariaveis analisadas em cada

fenotipo foram:
v PT (N/m): idade, massa corporal, estatura, percentual de gordura e IMC;

v MLGA (kg): massa corporal, estatura, percentual de gordura, IMC, cor

de pele referida;
v MLGAR (kg/m32): percentual de gordura e IMC;

v MLGT (KG): massa corporal, estatura, percentual de gordura, IMC e cor

de pele referida;

v" MLGTR (KG/M?): idade, massa corporal, estatura, percentual de gordura

e IMC.

Em seguida foi realizada uma analise de covariancia (ANCOVA) para verificar
as diferencas entre os gendtipos (GG, GA, AA) e os fendtipos forga (pico de torque)
e massa muscular (MLGA, MLGAR, MLGT, MLGTR) com as respectivas covariaveis
incluidas.

A significAncia estatistica adotada foi p < 0,05. O teste de Bonferroni foi
adotado para corrigir as comparacdes multiplas. Todas as andlises foram realizadas
com a utilizacdo do programa SPSS (Statistical Package for the Social Sciences)

versdo 15.0.



5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA
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A tabela 1 apresenta de forma descritiva as caracteristicas antropomeétricas das

amostras estudadas considerando a média e desvio padrdo das variaveis

analisadas. O teste de Kolmogorov-Smirnov revelou que os dados das variaveis

utilizadas nesta amostra apresentam distribuicdo normal.

TABELA 1: Médias e desvios padréo das caracteristicas da amostra.

Variaveis Média + DP Minimo Maximo Skewness

N 252 - - -

Idade (anos) 66,94 £ 5,59 57 87 0,95
Massa Corporal (kg) 66,39 £ 13,24 34,3 159,9 1,92
Estatura (m) 1,53 £0,07 1,33 1,71 0,16
IMC (kg/m2) 28,23 £4,85 17,25 54,68 1,24
Percentual de gordura (%) 39,50 + 5,94 20,5 54,1 -0,41
MLGA (kg) 14,56 £ 2,00 9,19 19,95 0,78
MLGAR (kg/m?) 6,09 + 0,59 4,73 7,51 0,09
MLGT (kg) 37,61+4,11 28,17 47,23 0,14
MLGTR (kg/m2) 15,98 +£1,36 12,23 19,62 0,08
PT (N/m) 94,98 + 22,40 42,9 153,97 0,01

n= namero de voluntarias da amostra; DP= desvio-padrdo; IMC= indice de massa corporal; MLGA=
massa livre de gordura apendicular; MLGAR= massa livre de gordura apendicular relativa; MLGT=
massa livre de gordura total; MLGTR= massa livre de gordura total relativa; PT= pico de torque

normalizado.

A tabela 2 apresenta os valores absolutos e relativos das caracteristicas

referentes a tabagismo, obesidade, cor de pele autodefinida, nivel de atividade fisica
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e autodefinicdo da perna dominante. A classificacdo da obesidade foi baseada pelos

valores de IMC superior a 30 kg/m? (GEUSENS et al., 1997).

TABELA 2: Caracteristicas de tabagismo, obesidade, cor de pele autodefinida, nivel

de atividade fisica e autodefinicdo da perna dominante.

Caracteristicas Frequiéncia absoluta Frequéncia relativa (%)
n 252 100
Fumante

Sim 16 6,35

Nao 236 93,65
Obesidade

Sim (IMC > 30 kg/m?2) 80 31,75

N&o (IMC < 30 kg/m?) 172 68,25
Cor da Pele

Branca 131 51,98

Amarela 11 4,37

Parda 54 21,43

Negra 51 20,24

Vermelha 5 1,98
Nivel de Atividade Fisica (IPAQ)

Muito Ativas 6 2,38

Ativas 188 74,6

Insuficientemente ativas A 36 14,29

Insuficientemente ativas B 17 6,75

Sedentarias 5 1,98
Perna Dominante

D 245 97,22

E 7 2,78

n=ndmero de voluntarias da amostra; IMC= indice de massa corporal; IPAQ= questionario
internacional de atividade fisica (do inglés international physical activity questionaire); D= perna
direita; E= perna esquerda.

A tabela 3 mostra a distribuicdo genotipica do SNP rs680 analisado na

amostra deste estudo.
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TABELA 3: Frequéncia genotipica do SNP rs680 analisado no gene IGF-2.

SNP Frequéncia absoluta e relativa (%)
rs680

AA 40 (15,87%)

GA 124 (49,21%)

GG 88 (34,92%)

5.2 ASSOCIACAO ENTRE OS GENOTIPOS DO SNP RS680 NO IGF-2 E

OS FENOTIPOS.

As voluntarias analisadas foram sequienciadas com relacdo aos gendtipos do
polimorfismo Apal do gene IGF-2. Observou-se que na distribuicdo genotipica 88
(34,92%) idosas apresentaram o genoétipo GG, 124 (49,21%) o gendtipo GA e 40
(15,87%) apresentaram o genétipo AA (Figura 13). A frequéncia do alelo A foi de
40,47% e do alelo G foi de 59,53%. O teste chi-quadrado revelou que a distribuicédo

destes gendtipos estava de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg.

AA; 15,87%
GG; 34,92%

GA,; 49,21%

FIGURA 13: Distribuicao dos genétipos do polimorfismo Apal do gene IGF-2.
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A tabela 4 mostra as caracteristicas das participantes deste estudo
considerando o gendtipo analisado. A analise one-way ANOVA mostrou que néo
houve diferenca significativa entre as variaveis idade, massa corporal, estatura, IMC

e o percentual de gordura.

TABELA 4: Caracteristicas fisicas (médias e desvios padrdo) da amostra em relacdo

aos genotipos do polimorfismo Apal do gene IGF-2.

Gendtipos
Variaveis GG GA AA P
N 88 124 40
Idade (anos) 67,49+£540 66,66 556 66,58+6,13 0,52
Massa Corporal (kg) 65,73+11,87 66,87 +£12,21 66,35+18,47 0,82
Estatura (m) 1,53 £0,07 1,54 £ 0,07 153+0,06 0,54
IMC (kg/m2) 28,16 £4,46 28,34+4,80 28,00+5,88 0,92

Percentual de gordura (%) 39,57+£6,36 39,74+5,76 38,61+559 0,57

n= numero de voluntarias da amostra; IMC= indice de massa corporal.

Foi realizada uma analise de covariancia (ANCOVA) para verificar se as
médias dos fendtipos massa livre de gordura e pico de torque, apds controlar as
covariaveis, diferenciavam entre os gendtipos do SNP rs680. No entanto, os
resultados revelaram que ndo ha diferencas estatisticamente significativa entre os
grupos genotipicos (GG, GA, AA) com os fendtipos analisados. A tabela 5 apresenta
as médias dos fendétipos massa livre de gordura e pico de torque antes e depois do

controle das covariaveis.
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TABELA 5: Fenotipos ajustados (média e erro padrdo) e ndo ajustados (média e
desvio-padrao) para os genétipos do SNP rs680 do IGF-2 utilizando as covariaveis

controladas.

Genotipos
Fenotipos GG GA AA p

N 88 124 40
PT (N/m)

Ajustada 93,71 £2,02 96,35+1,70 9353+3,00 0,53

N&o ajustada 92,33 +23,70 97,19 £21,43 93,97 £22,27 0,59
MLGA (kg)

Ajustada 14,78 £ 0,16 14,49 +0,13 14,12+0,23 0,2

Nao ajustada 14,64 £ 2,08 1458+197 14,16+199 0,26
MLGAR (kg/m?)

Ajustada 6,11 + 0,06 6,11 + 0,05 6,02 £ 0,08 0,58

Nao ajustada 6,11 + 0,62 6,11 + 0,57 6,03 £ 0,56 0,57
MLGT (kg)

Ajustada 37,59 + 0,27 37,72+0,23 37,29+0,41 0,66

N&o ajustada 37,28 + 4,25 37,93+4,03 37,30+4,05 0,36
MLGTR (kg/m?)

Ajustada 16,02 £0,11 16,00 £0,09 15,81+0,17 0,54

N&o ajustada 16,01 £1,42 16,02 +1,34 15,77 +£1,33 0,44

n= numero de voluntarias da amostra; PT= pico de torque; MLGA= massa livre de gordura
apendicular; MLGAR= massa livre de gordura apendicular relativa; MLGT= massa livre de gordura
total; MLGTR= massa livre de gordura total relativa.

6 DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi verificar a associagdo do polimorfismo Apal do
gene IGF-2 com os fendtipos forca e massa muscular levando em conta os padroes

de atividade fisica em idosas brasileiras. Foram analisadas 252 idosas.
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ApOs a sistematizacdo dos dados foi observado que 6,35% da amostra
relataram ser fumantes e 31,75% das voluntarias participantes do estudo foram
consideradas obesas, pois apresentaram valores de IMC superiores a 30,0 kg/mz2.
Quando analisado o0 %G, estudado em diferentes paises, observa-se que o presente
estudo assemelha-se a estudos realizados em outros paises conforme pode ser
observado no Quadro 1. Sabe-se que com o0 envelhecimento as pessoas tendem a
adquirir maior massa gorda (BASU, BASU, NAIR, 2002), o que pode ocasionar
grandes riscos para a saude, como por exemplo, 0 aumento da pressao arterial.
Para minimizar as alteracdes decorrentes do envelhecimento sugere-se adotar um
estilo de vida com habitos alimentares saudaveis e pratica de atividade fisica. De
acordo com o IPAQ 76,98% da amostra deste estudo foram classificadas como
“Muito Ativas” e “Ativas” mas nao foram avaliados os habitos alimentares das idosas.

QUADRO 1: Estudos realizados em diferentes paises referente ao percentual de
gordura.

Autor / Data Pais Amostra (n) %G
Gallagher et al., (1997) Amsterdam | 80 Afro-americanas 36,01+8,0%
68 Caucasianas 33,3+ 9,3%
Baumgartner et al., (1998) | Novo México 382 38,715,8%
Kyle et al., (2001) Suica 100 34,6%
Newman et al., (2003) Pensilvania 805 Brancas 39,0+5,6%
635 Negras 40,1+6,0%
Lau et al., (2005) China 265 34,9%8,5%
Presente estudo Brasil 252 39,50 £5,94%

Com relacdo a andlise da cor de pele auto relatada pelas voluntarias deste
estudo observou-se que 51,98% relataram ter a cor de pele branca, 4,37% amarela,
21,43% parda, 20,24% negra e 1,98% vermelha. Mas vale ressaltar que esta analise
nao pode ser utilizada com precisdo para predizer a ancestralidade genémica. Os

resultados encontrados neste estudo podem ser explicados em parte pela
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miscigenacédo da populacao brasileira, por isso, estudos posteriores devem realizar a
analise de ancestralidade para controlar os efeitos da miscigenac¢do da populacéo
brasileira neste gene.

As patrticipantes desse estudo tiveram a massa livre de gordura mensurada
pela densitometria 6ssea, método considerado valido para avaliar a composi¢cao
corporal de mulheres idosas (LINDLE et al.,, 1997; ROTH et al., 2004). Foram
avaliadas a massa livre de gordura apendicular, massa livre de gordura apendicular
relativa, massa livre de gordura total e a massa livre de gordura total relativa.

Com relacdo aos resultados apresentados a seguir, nota-se que a MLG
analisada por DXA neste estudo ndo apresentou relacdo constante com os demais
estudos que também utilizaram o DXA para mensurar a MLG. A MLGT desse estudo
foi semelhante ao estudo de Gallagher et al., (2000), foi superior ao resultado das
idosas brancas do estudo de Newman e colaboradores (2003) e das idosas dos
estudos realizados por Hansen et al., (1999) e Lau et al., (2005) e inferior a MLGT
das idosas dos demais estudos descritos no quadro 2. No entanto, quando
corrigimos a MLGT pela estatura, observa-se que os resultados encontrados com as
idosas brasileiras aproximam se dos demais estudos. No entanto, devido a grande
variedade de fatores que podem explicar as diferencas encontradas entre o0s
resultados da amostra estudada e os resultados dos demais estudos torna-se dificil
estabelecer quais fatores, como por exemplo, as diferencas étnicas, diferentes
habitos nutricionais e ambientais (LIMA, 2006a), os niveis de atividades fisicas,
reposicao e fatores hormonais (SZULC et al., 2004) e o tabagismo, melhor explicam

as diferencas dos fenétipos musculares.



QUADRO 2: Estudos prévios que avaliaram a MLG em mulheres.

62

Autor / Data Amostra (n) Idade (anos) | Instrumento | MLGA (kg) MLGAR MLGT (kg) MLGTR
(kg/m?) (kg/m?)
80 Afro- 51,8 +15,7 20,5+2,8 7,82* 449 +55 17,13*
Gallagher et al., (1997) americanas DXA
68 Caucasianas | 46,0 +18,8 18,6 +2,6 7,01* 42,7+5,2 16,11*
Baumgartner et a., (1998) 382 73,7+6,1 DXA 145+2,2 59+0,7 - -
Hansen et al., (1999) 50 637 DXA - - 37,40+5,9 14,27*
Gallagher et al., (2000) 54 70,2+7,8 DXA 16,4 +2,8 6,67* 39,3+4,5 15,97*
Kyle et al., (2001) 100 Entre 60 e 94 DXA 16,5+2,2 | 6.40+0.7 41.4+4.6 16,42*
Kenny et al., (2003) 189 67,5+4,8 DXA 152+19 | 59+0,59 - -
Brancas 73,6 £2,8 155+24 6,1+0,8 38,1+51 150+1,8
Newman et al., (2003) DXA
Negras 73,4+3,0 18,5+3,3 73+1,1 425 +6,2 16,7 +2,1
Lau et al., (2005) 265 76,9 + 3,7 DXA 124 +1,7 57+0,6 28,1+3,5 13,01*
Presente estudo 252 66,94 + 5,59 DXA 14,26 +2,00 | 6,09+0,59 | 39,50 +5,94 | 15,98 +1,36

* Dados nao fornecido nos artigos, mas calculado pelas formulas:
MLGAR (kg/m?): massa livre de gordura apendicular dividida pela estaturaz;
MLGTR (kg/m2): massa livre de gordura total dividida pela estatura2.
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Com o aumento da populacéo idosa as alteracdes fisiologicas associadas a
idade tem sido motivo de preocupacao entre os pesquisadores. Dentre as alteracbes
destaca-se a sarcopenia que é caracterizada pela perda involuntaria de massa
muscular esquelética e forca (BROSS, JAVANBAKHT, BHASIN, 1999; SKELTON,
BEYER, 2003). De acordo com o Baumgartner et al., (1998) o ponto de corte para a
sarcopenia em mulheres é inferior a 5,45 kg/m2 de massa livre de gordura
apendicular relativa, mas sabe-se que ainda ndo ha um valor especifico para o ponto
de corte da prevaléncia da sarcopenia na populacdo brasileira. Se levarmos em
conta este corte para o presente estudo 15,48% das idosas apresentariam
sarcopenia. Este valor difere dos estudos que encontraram prevaléncia de
sarcopenia em 23,8% (Kenny et al., 2003), 27,0% (Melton et al., 2000) e 33,78%
(Baumgartner et al., 1998). De acordo com os resultados obtidos na avaliacdo da
composicao corporal das voluntarias observou-se que os valores do IMC, percentual
de gordura e da MLG foram similares aos estudos publicados, porém ha a
necessidade de se definir um valor especifico para o ponto de corte da sarcopenia
nesta populacado miscigenada, pois, a perda de massa e forga muscular pode levar a
dependéncia de outras pessoas para realizarem as AVDs ou até mesmo a
mortalidade.

O quadro 3 mostra estudos prévios que avaliaram a forga isocinética por meio
do dinamémetro isocinético em diferentes populacdes. A andlise estatistica do
estudo (ANCOVA) demonstrou que os resultados obtidos na forca isocinética, apos o
controle das covariaveis, ndo diferenciavam estatisticamente entre os gendétipos do
SNP rs680. Com relacdo aos resultados apresentados no quadro abaixo, nota-se
que a forcga isocinética analisada pelo dinamdmetro isocinético no nosso estudo néo

tem uma relagdo constante com as demais pesquisas que também utilizaram o



dinamdmetro para mensurar a forca muscular isocinética. A forca muscular desse
estudo foi semelhante ao estudo de Carvalho e seus colaboradores (2004) no pos-
teste com relacdo as mulheres (607s) e aos homens (1807s), foi superior aos
resultados encontrados nos estudos de Aquino et al., (2002), no momento pré-teste
(60°/s e 180°s) e poés-teste (1807s) das mulheres e no pré-teste (1807s) dos
homens na pesquisa realizada por Carvalho et al., (2004) e também foi superior aos
resultados encontrados por Aquino et al., (2006). O resultado encontrado foi inferior
a forca isocinética dos demais estudos descritos no quadro abaixo. Vale ressaltar
que, possivelmente, a discordancia do resultado encontrado no presente estudo em
relacdo aos outros estudos, se deva aos procedimentos utilizados, ao numero de
repeticdo em cada série, ao numero de séries em cada teste, a velocidade angular
adotada, intervalo entre cada série e a amostra utilizada (nivel de atividade fisica,
habitos alimentares entre outros).

Nas velocidades angulares mais baixas existe uma maior producao de forca
muscular (maior pico de torque), pois as fibras musculares do tipo Il (glicoliticas) séao
recrutadas em maior numero quando comparada as fibras do tipo |

(THORSTENSSON et al., 1976).



QUADRO 3: Estudo prévio que avaliaram a forca isocinética por meio do dinamdmetro isocinético.
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Autor / Data | Amostra (n) Idade Protocolo Velocidade Forca Isocinética Nm
(anos) (extenséo - perna dominante)
Exercerem forca concéntrica tanto para flexdo ou
Aquino et al., 26 @ 77,85 = |extensdo. Aquecimento 5' caminhada. 4 rep. p/ 607s 76,92 £ 13,97
(2002) 2,81 |cada teste e foram realizados bilateralmente, 1° no
lado dominante.
607s (Pre) 90,9+10,4
609s (P06s) 95,8+12,3
12 9 69,6 + |Aguecimento em uma bicicleta ergométrica por 5',| 1807s (Pré) 59,2+7,6
2,9 a 60, rom. Familiarizacdo com o dinamdémetro 1807s (PGs) 617579
atraves de teste submaximo, 10 rep. de
Carvalho et extensao/flexao do joelho a 180°/s e 5 rep. a 60°s.[ 6095 (Pré) 139,1 + 33,4
al., (2004) Exercer forca maxima, 5 rep. a 180°%s e 3 a 60°s.
Intervalo de descanso entre os testes de 2'. 609s (P06s) 1449 + 345
7d 685’3; 180%s (Pre) 90.8 + 25.6
1807s (P6s) 93,1 +28,9
20 ¢ 71,35 + | Os testes foram realizados bilateralmente, tanto 60%s 74,65 + 18,46*
Aquino et al.,| experimental 3,23 |em pacientes submetidos intervengdo cirurgica no
(2006) 25 O controle | 71,36 + |ioelho intervalo de 12 a 36 meses (Experimental) e 609s 86.24 + 14 .54*
324 |em voluntarios (Controle).
14 9 21 - 30 | Aquecimento e familiarizacdo durante 5". Exercer 607s 165 £ 20
Cannon et forca méxima durante o teste. Intervalo de
al., (2006) 12 9 65 - 78 |descanso entre as séries de 30" e de 5' entre os 607s 133+£16
testes. Estimulos verbais.
Aquecimento - bicicleta ergométrica por 5', a 15-
30w. Segurar com 0s bracos cruzados no cinto de
Presente 252 ¢ 66,94 + | estabilizacdo. Familiarizacdo composta por 3 rep. 607s 94,98 + 22,40
estudo 5,59 |[forca minima. O teste - perna dominante sendo 3

séries de 4 rep. e intervalo de 30". Estimulos
verbais e visuais.

* Perna sem intervencao cirdrgica.
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No presente estudo nao foi observada interacéo entre o polimorfismo Apal e
0s niveis de atividade fisica na determinacéo do pico de torque e da massa livre de
gordura.

O quadro abaixo apresenta a distribuicdo genotipica apresentada em estudo

prévios com relacéo ao polimorfismo Apal do gene IGF-2.

QUADRO 4: Estudos prévios com a distribuicdo da frequéncia alélica do
polimorfismo Apal do gene IGF-2.

Frequéncia Genotipica
Autor / Data Amostra (n) GG (%) | GA (%) | AA (%)
Sayer et al., (2002) 296 56,76 | 37,84 | 5,41
Schrager et al., (2004) 239 © 49,79 | 39,75 | 10,46
Gomes et al., (2005) 294 (95 &' e 1999) 48,3 43,9 7,8
Heude et al., (2007) | 4634 (2055 & e 2579 Q)| 51,7 40,6 7.7
Presente estudo 252 Q 34,92 49,21 15,87

A analise estatistica ANCOVA demonstrou que ndo houve diferenca
significativa (p>0,05) nos resultados obtidos na associacdo entre os fenotipos pico
de torque e massa livre de gordura com os genotipos do polimorfismo Apal do gene
IGF-2, corroborando com a pesquisa de Devaney et al., (2007) que também néao
encontraram associacdes significativas da forca com os gendtipos do IGF-2. No
entanto, estudos tém demonstrados associagdes significativas entre os genotipos do
IGF-2 com a massa corporal, a massa livre de gordura e a forca em homens e
mulheres como o estudo de Schrager et al., (2004). Schrager e seus colaboradores

(2004) realizaram um estudo em dois periodos (1960 — 1985; 1992 — 2002) no qual
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avaliaram 485 individuos (246 homens e 239 mulheres) com idade entre 20 e 94
anos com relacédo a influéncia do gene IGF-2 na massa muscular livre de gordura
total e na forca muscular. Considerando apenas a amostra das 239 mulheres
analisada, vale ressaltar que a MLGT s0 foi mensurada em 19, 84 e 103 mulheres
AA, GA e GG respectivamente. O quadro 5 apresenta a comparacao dos resultados
encontrados por Schrager et al., (2004) e os resultados observados no presente
estudo com relacdo a MLGT e a forca isocinética. No entanto encontraram que a
forca isocinética de braco nos homens AA era menor do que nos homens GG. Ja as
mulheres AA apresentaram uma menor quantidade de massa livre de gordura e de
forca quando comparadas as mulheres GG.

QUADRO 5: Comparacdes dos resultados encontrados no presente estudo e no

estudo de Schrager e seus colaboradores.

Amostra Idade Gendtipos

Autor / Data (n) (anos) Fenotipos AA (n=25) GA (n=95) | GG (n=119

MLGT (kg) 38.8+0.9 40.7+x0.4 40.7+x0.4

PT (N/m)- 309s | 203.7+85 [204.3+7.4 |2186+7.4

35 PT (N/m)- 1809s | 143.3+6.8 | 146.5+5.8 | 159.3+5.7

MLGT (kg) 39.1+£13 41.3+0.6 41.1+0.6

Schrager et PT (N/m)- 309s | 170.3+7.8 |176.7+4.2 |184.8+3.6
al., (2004) 239 @ 65 PT (N/m)- 1809s | 119.4+6.0 | 130.3+3.3 | 132.4+2.8
AA (n=40) | GA (n=124) | GG (n=88)
Presente MLGT (kg) 37,29+0,41 (37,72 +0,23 | 37,59 £ 0,27
estudo 252 Q 57 - 87 PT (N/m)- 607s ]93,53+3,00 [96,35+1,70 93,71 +2,02

No estudo de Gomes et al., (2005) a comparacdo das meédias da massa

corporal ao nascimento apresentou diferengas estatisticamente significativas entre

A/A e G/G, sendo os portadores do genétipo G/G em média 0,639kg mais pesados.
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Quanto ao IMC atual, os resultados nao foram significativos, mesmo separando em 2
grupos (IMC = 25-30 e IMC > 30).

Considerando esse estudo como sendo o pioneiro em relacdo a associacao
do polimorfismo Apal do IGF-2 em mulheres idosas com os fenétipos forca e MLG e
diante dos achados em estudos publicados na literatura sugere-se a necessidade de
se realizar estudos de intervencéo utilizando o polimorfismo Apal do gene IGF-2 com
os fendtipos forca e massa muscular em mulheres idosas brasileiras e também nas
demais populagbes para verificar se ha ou nao influéncia desse gene sobre a forca e
a massa muscular. Por outro lado, ainda € importante realizar estudos de associacéo
para a confirmacédo dos achados observados nesse estudo, a fim de se evitar
associacOes espurias. De acordo com Sullivan (2007) os estudos de associacoes
genéticas sdo importantes para a formacdo de banco de dados, porém deve ser
analisados com cautela para evitar a possibilidade de encontrar associacoes
espurias. Brand e seus colaboradores (2008) relatam que os estudos de
associacfes sao importantes pois juntamente com o0s avang¢os da genética tém
resultado em grandes mudancas na intervencdo e prevengdo de processos

degenerativos e de muitas doengas.
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7 CONCLUSAO

Os resultados encontrados demonstraram néo haver associagao significativa
entre o polimorfismo Apal do gene IGF-2 com os fen6tipos forga muscular isocinética
e a massa livre de gordura em idosas brasileiras. Portanto, é possivel que os
resultados possam ter sido influenciados pelas diferengcas étnicas da populacdo

brasileira e pelos protocolos utilizados nas pesquisas anteriormente realizadas.

8 SUGESTOES

Sugere-se que sejam realizados novos estudos sobre a associacdo do gene
IGF-2 e os fenétipos forca e massa muscular na populacdo brasileira focando a
ancestralidade genémica a fim de verificar algum traco de ancestralidade que possa
ter interferido nos resultados obtidos, o tamanho da amostra, estendendo o estudo
para ambos 0s géneros e outros parametros com relacdo a forga como a resisténcia
muscular, a fadiga e o trabalho entre outros, assim como também deve ser
realizados andlises para verificar se outros polimorfismos do IGF-2 e/ou outros
genes influenciam na acao do polimorfismo Apal do IGF-2 com relacéo aos fendtipos
forca e massa livre de gordura. Outra estratégia seria realizar estudos longitudinais
acompanhando as alteragbes musculares decorrentes do envelhecimento e
experimentais para verificar a resposta destes gendtipos a um treinamento

especifico.
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Carlos Ernesto Santos Ferreira — Aluno do Mestrado em Educacao Fisica

ESCLARECIMENTO DAS AVALIACOES

Eu

estou sendo convidado(a) a participar da pesquisa titulada: “Genética e atividade
fisica em idosas brasileiras: estudos de associacdo e respostas ao exercicio entre
polimorfismos dos genes VDR, IGF-2, CNTF, GDF-8, Coll Al, ACE e a variacdo nos
fenotipos massa e forca muscular, controle motor, densidade mineral 0Ossea,
respostas hormonais e VO, max”. Este € um estudo que pretende investigar se as
minhas caracteristicas genéticas podem estar associadas a possiveis alteracdes na

forca e na massa muscular, densidade mineral 0ssea, respostas hormonais, 0
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consumo maximo de oxigénio e o controle motor. Fui informado que essa pesquisa
podera auxiliar melhor o entendimento de como as minhas caracteristicas genéticas
podem variar em relacdo as minhas capacidades fisicas e como responderdo ao
treinamento de forca. Esses dados sdo importantes ndo sO para prescricdo de
atividade fisica, na terceira idade, bem como auxiliar no entendimento da evolucdo
ou manifestacdes de doencas desde o nascimento.

Para que eu possa decidir sobre minha participacao, fui suficientemente esclarecido

que os testes que irei tomar parte serao:

Avaliacdo da composicao corporal

Sera realizada por um profissional de Educacdo Fisica, serdo avaliadas a
estatura (altura) e massa corporal em uma balanca digital. Trata-se de uma medida
indolor e ndo-invasiva, tem como objetivo de determinar o indice de Massa Corporal,
o qual classifica o individuo como normal, sobre-peso e obeso. Para isso, eu
realizarei a avaliacdo com roupas leves e descal¢co para que ndo ocorram medidas

alteradas. Sendo uma avaliacdo que ano apresenta nenhum risco.

Coleta Sanglinea

Estou ciente e concordei em participar das coletas sanglineas, que serao
realizadas por pessoas qualificadas, com treinamento especifico na area de
manipulacdo de material bioldgico. A coleta realizar-se-4 com materiais descartaveis
que serdo manipulados na minha presenca. Trata-se de um método invasivo e dolor
(dependendo da pessoa), 0s possiveis riscos seriam mal estar e sincopes (tontura)
no momento da coleta, além de hematomas ou dor local apds a coleta. A avaliacao
sera feita através de uma amostra sangiinea retirada da veia situada no antebraco.
Também fui informado que o sangue coletado serd armazenado para analises
genéticas, hormonais e do metabolismo 0sseo. Esta avaliacdo tem o objetivo de
identificar qual grupo de gendtipo eu pertenco, para isso minha amostra sangiinea
sera cuidadosamente armazenada e analisada no Laboratério de Estudos em
Biotecnologia da Universidade Catdlica de Brasilia campus 2. Além disso, também
serdo analisadas, por meio dessa mesma amostra, os marcadores bioquimicos de
gue demonstram a remodelacédo 0ssea, niveis de calcio e vitamina D. Estas analises
serdo realizadas no LEEFS. Sendo que, os resultados dessas analises me seréo

entregues.
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Avaliagdo da Densitometria Ossea e Metabolismo Osse 0

Além do exposto acima, fui suficientemente informada que também serei
submetida a avaliagbes da minha densidade mineral 6éssea através do método de
absortometria de raio X de dupla energia (DXA), que é um método ndo-invasivo no
gual permanecerei deitada na maca do aparelho por 5-10 minutos, enquanto o raio-
X atravessa a area a ser examinada. Esta técnica € indolor, muito segura, de alta
precisao e a exposicdo a radiacao é de apenas 1 % e, com uma margem de erro de
apenas 1-2% entre medidas repetidas. Este exame sera realizado no laboratério de
imagem da Universidade Catolica de Brasilia. Nao existindo nenhum risco a minha
saude possivelmente causado pela radiacdo, sendo um procedimento seguro e que

nao apresenta efeitos adversos.

Avaliacdo da Poténcia Aertbia

A capacidade cardiovascular sera avaliada através da ergoespirometria
direta, que € um exame no qual eu terei de caminhar ou correr em uma esteira
elétrica, conectado a aparelhos de avaliacdo, tais como eletrodos para avaliar o
comportamento do coragdo e mascara para captar amostras do ar respirado. Os
possiveis riscos ao realizar os exercicios na esteira incluem: dor no peito, tonturas,
nauseas, dores musculares, alteracdes da presséo arterial. Caso um ou mais dos
sintomas citados venham a ocorrer, 0os equipamentos e cuidados de primeiros
socorros proporcionardo toda a seguranga necessaria; sendo o eletrocardiograma
monitorado continuamente pelo médico cardiologista, porém as chances de haver

intercorréncias sdo minimas, sendo esse um procedimento seguro.

Avaliacédo da Forca Muscular

Participarei também do teste que avalia a forca muscular dos membros
inferiores (coxa) e superiores (braco). Esse teste sera realizado num aparelho
isocinético no qual terei que realizar movimentos simples com o braco e com a
perna, até atingir as medidas requisitadas pelo pesquisador. Os riscos deste teste
seriam o aumento da pressdo arterial e da freqiéncia cardiaca, dor e fadiga
muscular, porém, todos os testes serdo acompanhados pro profissionais capacitados

a me auxiliarem caso algum desses sintomas venham a ocorrer.
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Teste de 1 RM

Aplicar-se-4, também, o teste de uma repeticdo maxima (1 RM), cuja
finalidade é mensurar a forca maxima dinamica para determinar com precisdo a
sobrecarga de treinamento e melhor prescricdo do exercicio. Inicialmente sera
selecionado um peso, o qual eu consiga realizar o movimento, apés um aquecimento
no proprio aparelho, em seguida sera adicionado peso até que se chegue a um valor
gue nao permita que eu consiga realizar um movimento completo. Com isso, sera
considerado 50% do total de peso para realizacdo dos exercicios e quando houver
adaptacdo neuro-muscular sera realizado re-teste para ajuste de carga aumentando
até 80% de 1RM. Sera realizado 3 séries de 8 a 10 repeticbes para cada exercicio,
em intervalos entre as séries de 1 minuto e entre os exercicios. Assim como no teste
anterior podem aparecer sintomas de dor e fadiga na musculatura, porém, a
presenca do profissional de Educacao Fisica garantira a minha seguranca durante a

realizacdo deste teste.

Além dos testes acima descritos também fui esclarecido que, caso seja da
minha vontade, tomarei parte em um grupo de treinamento fisico, como descrito

abaixo:

Treinamento de Forca

O treinamento de forca consistird em exercitar a musculatura com aparelhos
especificos 0os quais estabilizam as articulacbes e possuem cargas externas. Os
exercicios devem ser realizados de acordo com as orientagfes do profissional da
educacdo fisica devidamente qualificados para realizar trabalhos com esta
populacdo. Esta atividade tem como objetivo melhorar e/ou preservar a massa
muscular o que podera também influenciar nas variaveis hormonais, no metabolismo
0sseo, na aptiddo cardio-respiratéria. O programa terd duracdo de 6 meses, com
frequéncia de 3 vezes por semana e com duracao de uma hora por sessédo. O local
de treinamento serd na sala de musculacdo, devidamente equipada e dentro das

normas de seguranca, do LEEFS da Universidade Catdlica de Brasilia.

Fui informado de que o pesquisador responsavel suspenderd a pesquisa

imediatamente,e em qualquer fase, ao perceber algum risco ou dano a saude do
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participante, incluindo riscos nao previstos neste termo de consentimento. Além
disso, o pesquisador assumird a responsabilidade de dar assisténcia integral aos
danos decorrentes dos riscos. Contudo, foi me informado que a pesquisa na qual
estarei participando nao envolve mais do que risco minimo;, e que serei
acompanhado em tempo integral por profissionais capacitados que se esforgarao ao
maximo para me manterem seguro e confortavel.

As informacdes obtidas neste experimento, por meio dos resultados de todos
os testes, poderdo ser utilizados como dados de pesquisa cientifica, podendo ser
publicados e divulgados, sendo resguardada a identidade e privacidade das
participantes. Portanto, os dados coletados estardo acessiveis somente aos
pesquisadores envolvidos, ndo sendo permitido 0 acesso a terceiros, tais como
seguradoras e empregadores. Além disso, sera mantido o sigilo individual visando
proteger os participantes de qualquer tipo de discriminagdo ou estigmatizacdo. O
material biolégico (sangue) obtido de cada participante ser4 armazenado no banco
de dados da Universidade Catélica de Brasilia, com a possibilidade de ser usado em
novas pesquisas. Para isso, sera indispensavel que o sujeito seja contatado para
conceder nova autorizagdo para uso do material em novos projetos. Também é
necesséaria aprovagdo do CEP para utilizar o material armazenado em novas
pesquisas.

Além disso, a minha participacdo desta pesquisa € voluntaria. Concordei em
estar presente no local dos testes nos dias e horarios marcados, informar ao
professor pesquisador qualquer desconforto que por acaso venha a perceber. Fui
informado(a) que poderei a qualquer momento desligar-me da presente pesquisa
sem nenhum constrangimento. Eu estou livre para nega-la ou para em qualquer
momento desistir da mesma se assim desejar.

Declaro ter lido este termo de consentimento e compreendido o0s
procedimentos nele descritos. Informo também que todas as minhas duvidas foram
respondidas de forma clara e de facil compreensao. Estou ciente e estou de acordo

em participar da referida pesquisa.

Brasilia, de de 2007

Nome Voluntario:
RG:




Assinatura:
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Nome Testemunha:

RG:

Assinatura:

Nome Testemunha:

RG:

Assinatura:

Nome Pesquisador:

RG:

Assinatura:




ANEXO B: Aprovacdo do Comité de Etica

Universidade Catodlica de Brasilia - UCB
Comité de Etica em Pesquisa - CEP

Brasilia, 20 de marco de 2007
Oficio CEP/UCB N" 024/2007

Prezado senhor,

E com satisfacio que informamos formalmente a V. Sa. que o projeto
“Genética e atividade fisica em idosos brasileiros: estudo de associagdo e respostas ao exercicio
entre polimorfismos dos genes VCR, GDF-8, Coll Al, ACE ¢ a variacdo nos fenotipos massa ¢
lorca muscular, controle motor, densidade mineral dssea, respostas hormonais ¢ VO, max. proposto
por Rinaldo Wellerson, Adriana Cardoso Furtado, Lidia Mara Aguiar Bezerra, Maria Alcione
Freitas e Silva, Heloisa Thomaz Rabelo, Tailce Kaley Moura Leite, Ricardo Moreno Lima, Carlos
Ernesto Santos Ferreira, Tilio César de Lima Lins, Breno Silva de Abreu, Ana Claudia de Jesus
Teixeira, Meiricle Luisa da Silva, Priscila Alvares Lasse ¢ Rodrigo Gomes Vieira, orientados pelo
prof. Dr. Ricardo Jac6 de Oliveira™, foi aprovado por este CEP, em sua 61" Reunido, realizada em
20 de marco do corrente., podendo, portanto, o projeto ter a sua fase de coleta de dados iniciada.
Informamos ainda que no prazo méximo de 1 (um) ano a contar desta data devera ser enviado a este
CEP um relatdrio sucinto sobre 0 andamento da presente pesquisa.

Informamos ainda que para efeito de utilizagio em publicagées, o referido

projeto encontra-se registrado sob o nimero CEP/UCB 014/2007.

Atenciosamente,

N

| —

{1 N/
Prof. M\Tcelo ifveira de Alcintara, MSc.

Coordenador
Comité de Etica em Pesquisa - UCB

Ilmo Sr

Ricardo Jacé de Oliveira
Brasilia — DF

NESTA
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ANEXO C: Questionario de Caracterizacdo da Amostra

Muito obrigada por participar do nosso estudo. Por favor, preencha a ficha abaixo
para podermos conhecé-la melhor.

Nome:
Data de nascimento: / /
Cidade/Estado de nascimento: /

Em que pais vocé nasceu?

Em que pais seus pais nasceram?

Em que pais seus avis nasceram?

Vocé fuma? () Nao () Sim. Ha quanto tempo?

Qual a cor de sua pele? () Branca ( )Negra ()Morena () Indigena

Vocé faz terapia de reposicdao hormonal? ()Nao ()Sim.

Ha quanto tempo?

Marque um “X” caso vocé tenha alguma das patologias abaixo:

() Hipertenséao () Diabetes () Osteoporose () Outros:

Vocé esta tomando algum medicamento? () Nao () Sim.
Qual (is)?

Muito Obrigada!
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ANEXO D: Questionario Internacional de Atividade Fi  sica — Versado Longa

QUESTIONARIO INTERNACIONAL DE ATIVIDADE FiSICA

Nome: Data: / /
Idade : Sexo:F()M ()

Vocé trabalha de forma remunerada: ( ) Sim ( ) N&o. Quantas horas vocé

trabalha por dia: Quantos anos completos vocé estudou: De forma

geral sua saude esté: ( ) Excelente () Muito boa () Boa () Regular ( )Ruim

Nés estamos interessados em saber que tipos de atividade fisica as pessoas
fazem como parte do seu dia a dia. Este projeto faz parte de um grande estudo que
estd sendo feito em diferentes paises ao redor do mundo. Suas respostas nos
ajudardo a entender que tdo ativos n0s somos em relacdo a pessoas de outros
paises. As perguntas estdo relacionadas ao tempo que vocé gasta fazendo atividade
fisica em uma semana ultima semana . As perguntas incluem as atividades que
vocé faz no trabalho, para ir de um lugar a outro, por lazer, por esporte, por exercicio
ou como parte das suas atividades em casa ou no jardim. Suas respostas sao
MUITO importantes. Por favor, responda cada questdo mesmo que considere que

nao seja ativo. Obrigado pela sua participacao!

Para responder as questdes lembre que:

» Atividades fisicas VIGOROSAS sao aquelas que precisam de um grande
esforco fisico e que fazem respirar MUITO mais forte que o normal

» Atividades fisicas MODERADAS sao aquelas que precisam de algum esforco

fisico e que fazem respirar UM POUCO mais forte que o normal

SECAO 1 - ATIVIDADE FiSICA NO TRABALHO

Esta secao inclui as atividades que vocé faz no seu servico, que incluem

trabalho remunerado ou voluntéario, as atividades na escola ou faculdade e outro tipo
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de trabalho ndo remunerado fora da sua casa. NAO incluir trabalho ndo remunerado
gue vocé faz na sua casa como tarefas domésticas, cuidar do jardim e da casa ou

tomar conta da sua familia. Estas seréo incluidas na secao 3.

la. Atualmente vocé trabalha ou faz trabalho voluntario fora de sua casa?

( )Sim ( ) N&o - Caso vocé responda ndo Va para secdo 2: Transporte

As proximas questdes sdo em relacdo a toda a atividade fisica que vocé fez
na ultima semana como parte do seu trabalho remunerado ou ndo remunerado.
NAO inclua o transporte para o trabalho. Pense unicamente nas atividades que vocé

faz por pelo menos 10 minutos continuos

1b. Em quantos dias de uma semana normal vocé anda, durante pelo

menos 10 minutos_continuos __, como parte do seu trabalho ?Por favor,

NAQO inclua o andar como forma de transporte para ir ou voltar do trabalho.

dias por SEMANA () nenhum - Va para a secao 2 - Transporte

1c. Quanto tempo no total vocé usualmente gasta POR DIA caminhando

como parte do seu trabalho ?

horas minutos

1d. Em quantos dias de uma semana normal vocé faz atividades

moderadas, por pelo menos 10 minutos continuos, — como carregar pesos

leves como parte do seu trabalho ?

dias por SEMANA ( ) nenhum - V& para a questéo 1f

le. Quanto tempo no total vocé usualmente gasta POR DIA fazendo

atividades moderadas como parte do seu trabalho ?

horas minutos
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1f. Em quantos dias de uma semana normal vocé gasta fazendo

atividades vigorosas, _ por pelo menos 10 minutos continuos,  como trabalho

de construcdo pesada, carregar grandes pesos, trabalhar com enxada,

escavar ou subir escadas como parte do seu trabalho:

dias por SEMANA ( ) nenhum - Va para a questdo 2a.

1g. Quanto tempo no total vocé usualmente gasta POR DIA fazendo

atividades fisicas vigorosas como parte do seu trabalho ?

horas minutos

SECAO 2 - ATIVIDADE FiSICA COMO MEIO DE TRANSPORTE

Estas questbes se referem a forma tipica como vocé se desloca de um lugar

para outro, incluindo seu trabalho, escola, cinema, lojas e outros.

2a. O quanto vocé andou na ultima semana de carro, 6nibus, metrd ou

trem?

dias por SEMANA ( ) nenhum - V& para questéo 2c

2b.  Quanto tempo no total vocé usualmente gasta POR DIA andando de

carro, 6nibus, metrd ou trem ?

horas minutos

Agora pense somente em relacdo a caminhar ou pedalar para ir de um lugar

a outro na ultima semana.

2c. Em quantos dias da ultima semana vocé andou de bicicleta por pelo

menos 10 minutos continuos _ para ir de um lugar para outro? (NAO inclua o

pedalar por lazer ou exercicio)



96

dias por SEMANA ( ) Nenhum - Va para a questao 2e .

2d. Nos dias que vocé pedala quanto tempo no total vocé pedala POR DIA

para ir de um lugar para outro?

horas minutos

2e. Em guantos dias da ultima semana vocé caminhou por pelo menos 10

minutos _continuos _ para ir de um lugar para outro? (NAO inclua as

caminhadas por lazer ou exercicio)

dias por SEMANA ( ) Nenhum - Va para a Secao 3.

2f. Quando vocé caminha para ir de um lugar para outro quanto tempo

POR DIA vocé gasta? (NAO inclua as caminhadas por lazer ou exercicio)

horas minutos

SECAO 3 — ATIVIDADE FiSICA EM CASA: TRABALHO, TAREF AS DOMESTICAS

E CUIDAR DA FAMILIA.

Esta parte inclui as atividades fisicas que vocé fez na ultima semana na sua

casa e ao redor da sua casa, por exemplo, trabalho em casa, cuidar do jardim,

cuidar do quintal, trabalho de manutencédo da casa ou para cuidar da sua familia.

Novamente pense somente naquelas atividades fisicas que vocé faz por pelo

menos 10 minutos continuos

3a. Em quantos dias da ultima semana vocé fez atividades moderadas por
pelo menos 10 minutos como carregar pesos leves, limpar vidros, varrer,

rastelar no jardim ou quintal

dias por SEMANA ( ) Nenhum - V& para questdo 3b .
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3b. Nos dias que vocé faz este tipo de atividades quanto tempo no total
vocé gasta POR DIA fazendo essas atividades moderadas no jardim ou no

quintal ?

horas minutos
3c. Em quantos dias da ultima semana vocé fez atividades moderadas_por
pelo menos 10 minutos como carregar pesos leves, limpar vidros, varrer ou

limpar o chdo dentro da sua casa .

dias por SEMANA ( ) Nenhum - Va para guestao 3d.

3d. Nos dias que vocé faz este tipo de atividades moderadas dentro da
sua casa quanto tempo no total vocé gasta POR DIA?

horas minutos
3e. Em quantos dias da ultima semana vocé fez atividades fisicas
vigorosas_ no jardim ou quintal por pelo menos 10 minutos como carpir,

lavar o quintal, esfregar o chao:

dias por SEMANA ( ) Nenhum - V& para a secéo 4.

3f. Nos dias que vocé faz este tipo de atividades vigorosas no quintal ou

jardim quanto tempo no total vocé gasta POR DIA?

horas minutos

SECAO 4 - ATIVIDADES FiSICAS DE RECREACAO, ESPORTE, EXERCICIO E
DE LAZER

Esta secdo se refere as atividades fisicas que vocé fez na ultima semana

unicamente por recreacgdo, esporte, exercicio ou lazer. Novamente pense somente
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nas atividades fisicas que faz por pelo menos 10 minutos continuos . Por favor,

NAO inclua atividades que vocé ja tenha citado.

4a. Sem contar qualguer caminhada que vocé tenha c¢ itado
anteriormente , em quantos dias da ultima semana vocé caminhou por pelo

menos 10 minutos continuos __no seu tempo livre ?

dias por SEMANA ( ) Nenhum - V& para questéo 4b

4b.  Nos dias em que vocé caminha no seu tempo livre , quanto tempo no
total vocé gasta POR DIA?

horas minutos
4c. Em quantos dias da ultima semana vocé fez atividades moderadas no
seu tempo livre por pelo menos 10 minutos, como pedalar ou nadar a
velocidade regular, jogar bola, volei, basquete, ténis:

dias por SEMANA ( ) Nenhum - Va para questao 4d.

4d.  Nos dias em que vocé faz estas atividades moderadas no seu tempo
livre quanto tempo no total vocé gasta POR DIA?

horas minutos
4e. Em quantos dias da ultima semana vocé fez atividades vigorosas no
seu tempo livre por pelo menos 10 minutos, como correr, fazer aerobicos,
nadar rapido, pedalar rapido etc.:

dias por SEMANA () Nenhum - Va para secao 5.

4f, Nos dias em que vocé faz estas atividades vigorosas no seu tempo

livre quanto tempo no total vocé gasta POR DIA?
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horas minutos

SECAO 5 - TEMPO GASTO SENTADO

Estas ultimas questdes sdo sobre 0 tempo que vocé permanece sentado todo
dia, no trabalho, na escola ou faculdade, em casa e durante seu tempo livre. Isto
inclui o tempo sentado estudando, sentado enquanto descansa, fazendo licdo de
casa visitando um amigo, lendo, sentado ou deitado assistindo TV. N&o inclua o

tempo gasto sentando durante o transporte em onibus, trem, metré ou carro.

5a. Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante um dia de

semana?

horas minutos

5b.  Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante em um dia de final

de semana?

horas minutos
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