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Introducéo

A fragilidade é definida como uma sindrome geriatrica caracterizada pela diminuicédo da
forca muscular, resisténcia e funcdo fisiologica, que pode ocorrer como resultado de uma
variedade de doencas e condigbes clinicas, ocasionando aumento da vulnerabilidade de um
individuo para dependéncia e/ou mortalidade (MORLEY et al, 2013). Algumas condigdes
clinicas que parecem associadas com a fragilidade sdo a presenca de ma nutricdo, alteracao
hormonal, inflamagdo com aumento de producgdo de citocinas, resisténcia a insulina, anemia,
sarcopenia, osteopenia, desregulacdo do sistema imunoldgico e até mesmo fatores genéticos
(HEUBERGER, 2011; BUCH et al, 2016; CLEGG et al, 2013).

A fragilidade foi caracterizada por Fried et al (2001) como uma sindrome marcada pela
fraqueza muscular, fadiga, lentiddo, baixa atividade fisica e perda de peso ndo intencional.
Pelos critérios de Fried et al (2001), individuos que apresentam de 3 a 5 destes critérios sdo
considerados frageis; aqueles que apresentam 1 a 2 dos critérios sao considerados pré-frageis;
e aqueles que ndo apresentam nenhuma das caracteristicas sdo considerados ndo frageis.
Individuos frageis e pre-frageis sdo mais suscetiveis a quedas, fraturas, comorbidades,
declinio funcional, hospitalizacdo e morte prematura (FRIED et al, 2001; DE LABRA et al,
2018; CHEN et al, 2015; BUIGUES et al, 2015). A incidéncia e prevaléncia da fragilidade
varia de acordo com fatores socioecondmicos e idade, sendo que a incidéncia e prevaléncia
sédo maiores em idosos de 80 anos ou mais (CALADO et al, 2016).

A fragilidade fisica pode ser reversivel quando detectada precocemente, e para a
prevencdo e tratamento da sindrome tém sido indicados a realizagdo de exercicios (aerébio e
resistido), suplementacéo caldrico proteica e vitamina D e reducdo do uso de medicamentos
(MORLEY et al, 2013). O exercicio fisico mostra ser a intervencdo mais eficaz para um
envelhecimento saudavel (HEUBERGER, 2011; MARTONE et al, 2017) e o treinamento
fisico com jogos virtuais pode ser uma alternativa para a promocao da atividade fisica para os
idosos. Estudos utilizando jogos virtuais por meio do Nintendo Wii, verificaram a viabilidade
do uso dessa ferramenta em idosos, com incremento da aderéncia aos programas de
exercicios, estimulo a pratica de atividade fisica e ainda, melhora no equilibrio, na
coordenacdo, nas capacidades cognitivas e funcionais (RENDON et al, 2012; STUDENSKI et
al, 2010).

A contribuicdo de fatores genéticos ao fenotipo muscular no processo de envelhecimento
ainda n&o foi totalmente esclarecida. Um gene muito estudado é o ECA, que codifica a enzima
conversora de angiotensina (ECA). Esta enzima atua diretamente no Sistema Renina-
Angiotensina-Aldosterona (SRAA), convertendo a Angiotensina I (Ang 1) em Angiotensina Il
(Ang II). A Ang Il atua como potente vasoconstritor, na liberagdo de catecolaminas e na
regulacdo da ativacédo de células satélites musculares, responsaveis por fornecer produtos para
regeneracdo muscular. Estudos sugerem também que ha um papel da Ang Il na hipertrofia do
musculo esquelético (GARATACHEA, LUCIA, 2013; JOHNSTON et al, 2010). O
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polimorfismo 1/D do gene ECA (rs1799752) é caracterizado pela insercdo ou delecdo (indel)
de um fragmento de 287 pares de bases no intron 16 do gene. O alelo D (delegdo) esta
associado a altas concentracbes circulatorias da ECA, enquanto o alelo | (inser¢do) esta
associado a baixas concentracdes da enzima (FRATTINI et al, 2016; SUMUKADAS,
STRUTHERS, MCMURDO, 2006). Individuos que fazem uso de inibidores da ECA exibem
maior massa muscular e aumento na velocidade da marcha. O genétipo D/D esta relacionado
com vantagens em treinos de forca. Foi verificado que portadores de genotipo D/D possuem
maior proporcao de fibras musculares do tipo I, responsaveis pela rapida contragcdo muscular,
mais exigidas em treinos anaerobicos (CHEN et al, 2015).

E interessante ressaltar que as frequéncias dos alelos deste polimorfismo variam em
diferentes populacGes mundiais, com o alelo D sendo o mais frequente apenas em populacdes
europeias, de acordo com dados da base de dados Ensembl (www.ensembl.org). Estudos em
populacdes brasileiras sdo menos comuns e foram localizados poucos estudos deste
polimorfismo em idosos brasileiros (FRATTINI et al, 2016; LIMA et al, 2011). Portanto,
investigar a associacdo entre o polimorfismo I/D em idosas pré-frageis, torna-se de grande
importancia, especialmente se considerada a influéncia deste gendtipo na capacidade de
recuperacdo do quadro de fragilidade fisica. O objetivo do trabalho foi descrever as
frequéncias genotipicas para o polimorfismo I/D do gene ECA em idosas pré-frageis
residentes em Curitiba/PR e avaliar se o genotipo da ECA influenciou na resposta da funcao
muscular e desempenho da marcha em idosas que realizaram treinamento fisico com jogos
virtuais.

Metodologia

Este é um estudo transversal, parte de um projeto maior intitulado “Efeitos de um
Programa de Treinamento Fisico com Jogos Virtuais e suplementacdo Proteica na Funcéo
Musculoesquelética e Riscos de Quedas em ldosos Pré-Frageis”. O projeto foi submetido e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Complexo Hospital de
Clinicas (CHC) da Universidade Federal do Parana (UFPR), Curitiba-PR, parecer: 1.804.775.
As participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) conforme
Resolucdo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude.

Para a realizago desse estudo, foram selecionadas 31 idosas com 65 anos ou mais,
classificadas como pré-frageis, de acordo com os critérios de Fried et al (2001). Foram
excluidas do estudo idosas que apresentassem: algum tipo de doenca aguda e terminal;
instabilidade metabdlica; doencas cardiovasculares descompensadas; doenga tireoidiana ndo
tratada; portadores de diabetes tipo I; disfuncdo renal; alteragcbes cognitivas; doencas
neuroldgicas e traumato-ortopédicas; insuficiéncias graves; historico de fraturas nos membros
inferiores e coluna vertebral; utilizacdo de medicamentos que afetassem o equilibrio;
intolerdncia ou alergia a lactose; e deficientes visuais. As idosas foram randomizadas em 5
grupos (VOJCIECHOWSKI et al, 2018), sendo que em 3 destes grupos houve a pratica de
atividade fisica virtual: grupo treino fisico (GT, n = 7), grupo treino fisico mais
suplementacéo proteica (GTSP, n = 9) e grupo treino fisico mais suplementacéo isoenergeética
(GTI, n = 5). O protocolo de treinamento fisico que as participantes foram submetidas teve
duracédo de 12 semanas, com frequéncia de treino de duas vezes por semana por 50 minutos,
com o uso de equipamento Nintendo Wii Fit Plus® (VOJCIECHOWSKI et al, 2018). As
participantes realizavam avaliagdes no inicio do estudo e ap6s 12 semanas de intervencéo.

Para avaliar a forga muscular das participantes do estudo, foi utilizado o teste de forga de
preensdo manual (FPM) com dinamémetro manual (SH) com as mesmas especificacdes que 0
dinambémetro JAMAR. As participantes foram posicionadas sentadas com os pés apoiados no
chdo, quadris e joelhos a 90° de flexdo, e sem apoios de bragos. Os ombros foram
posicionados em adugéo e rotagdo neutra. O cotovelo foi posicionado a 90° de flex&o, com o
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antebraco e punho em posicao neutra. Foi solicitada a realizacdo de trés movimentos maximos
da m@o dominante com 1 minuto de descanso entre eles. O resultado foi obtido pela média de
3 tentativas, em quilograma de forca (Kgf), considerando o indice de massa corporal (IMC)
para mulheres. Os valores de referéncia considerados para a FPM (kgf) foram: IMC <23 <17
kg; 23,1 > IMC < 26 < 17,3 kg; 26,1 > IMC < 29 < 18 kg; e IMC > 29 < 21 kg (CRUZ-
JENTOFT et al, 2010). Para verificar a funcionalidade das idosas, foi utilizado o teste de
velocidade da marcha (VM) em 4 metros. A idosa andava em sua velocidade habitual, em um
percurso de 8 metros, porém, foram desconsiderados os dois primeiros e os dois Gltimos
metros, eliminando a aceleracdo e desaceleracdo da participante, sendo cronometrado apenas
0 percurso de 4 metros em segundos. Para pontuar fragilidade neste critério, as idosas
deveriam apresentar valores mais baixos que 80% de acordo com sua altura. Mulheres com
altura < 159 cm considerava-se normal velocidade > 7s; e > 159 cm de altura velocidade > 6s
(CRUZ-JENTOFT et al, 2010).

Amostras de sangue foram coletadas e, posteriormente, centrifugadas para separar as
células vermelhas, brancas e o plasma. As células brancas, ou “buffy-coat”, foram separadas e
armazenadas no refrigerador a -20°C até a extracdo do DNA. Para a extracdo foi utilizado o
Kit illustra™ blood genomicPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare), seguindo o protocolo do
fabricante. Foram avaliados a quantidade e o grau de pureza do DNA por espectrofotometria,
utilizando o equipamento NanoVue™ Plus Spectrophotometer (GE Healthcare). O DNA
extraido passou por um método de amplificacdo por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).
Dois primers, desenhados por Tiret et al (1992), foram utilizados na amplificacdo do
fragmento do polimorfismo I/D do ECA, sendo o primer forward - 5°
CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT e 0 primer reverse - 5'
GATGTGGCCATCACATTCGTCAGAT, permitindo detectar um fragmento de 190 pares de
bases na auséncia da insercdo (alelo D), e um fragmento de 490 pares de bases na presenca na
insercdo (alelo I). Quanto as concentracdes, foram utilizados tampdo 1X, 0,2mM de dNTP,
3mM de MgCl, 0,2uM dos primers forward e reverse, 0,04U/ul de Taq polimerase e
10pg/ml de DNA. O volume final da reagdo foi de 15uL. A PCR contou com 30 ciclos, sendo
a desnaturacdo a 94°C por um minuto, a hibridizacdo a 58°C por 1 minuto, e a extensao a
72°C por 2 minutos. Apds a amplificacdo, a identificacdo do polimorfismo I/D foi analisada
através da eletroforese em gel de agarose 1%. Ap0s a genotipagem, as frequéncias alélicas e
genotipicas foram obtidas por contagem.

Os resultados estdo descritos em médiatdesvio padrdo, frequéncia absoluta (nimero) e
relativa (%). Para os grupos que praticaram atividade fisica virtual, foi verificado a influéncia
da suplementagé@o na resposta ao treino, por ANOVA dois fatores, com medidas repetidas.
Para verificar a influéncia do genotipo na resposta da funcdo muscular e desempenho da
marcha ao treinamento fisico também foi utilizado o teste de ANOVA dois fatores com
medidas repetidas. Foi utilizado o limite de significancia de p<0,05.

Resultados e Discusséo

As frequéncias dos gendtipos D/D, 1/D e I/l foram 25,8% (n=8), 45,2% (n=14) e 29%
(n=9), respectivamente. As frequéncias alélicas | e D foram 52%(n=32) e 48% (n=30),
respectivamente.

Considerando apenas as idosas que praticaram atividade fisica virtual, a FPM média (em
kgf) antes da intervencéo foi de 19,1+4,3 no grupo que fez apenas o treinamento fisico (GT),
21,6x4,7 no grupo que fez uso de suplementacdo proteica (GTSP) e 18,4+4,3 no grupo que
fez uso de suplementacdo isoenergética (GTI). Apds a intervencéo, os valores méedios de FPM
foram de 21,8+5,0 para GT, 21,6+4,6 para GTSP e 19,7+3,7 para GTI. A diferenca média
entre as medidas pre e pos treino foram de 2,7+4,9 para GT, 0£3,2 para GTSP e 1,3+3,7 para
GTI. Nao houve diferenca significativa dos valores de FPM entre os grupos (p=0,54), nem
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entre individuos pré e pos treino (p=0,19), sem haver interacdo significativa entre estes fatores
(p=0,42). Para a VM, os valores médios (em m/s) antes da intervencdo foram de 4,4+1,9 para
GT, 4,3+1,2 para GTSP e 3,8+0,7 para GTI. Os dados apds a intervencdo foram de 3,3+0,9
para GT (reducdo media de 1,1+1,1), 3,3+0,4 para GTSP (reducdo média de 1,0+1,1) e
3,0£0,1 para GTI (reducdo média de 0,7+0,6). Neste caso, ndo houve diferenca significativa
entre os grupos (p=0,74), mas houve diferenca significativa entre pré e pds treino (p=0,0003),
que ndo foi influenciada pela existéncia ou ndo de suplementacdo (p=0,89). Devido a estes
resultados, os grupos GT, GTSP e GTI foram considerados conjuntamente para avaliar a
influéncia do genotipo das idosas na resposta ao treino.

A resposta a intervencao foi avaliada considerando-se cada gendtipo (D/D, 1/D e D/D) e
também considerando-se idosas com genotipo D/D versus idosas portadoras do alelo |
(I/D+1/1). Para os dados de FPM (em kgf), nenhuma diferenca significativa foi observada,
sendo que a diferenca média entre pré e pos treino foi de -0,5+1,3 para I/1, 3,1+5,0 para I/D, -
0,1+2,9 para D/D (entre grupos com p=0,74; entre pré e pés com p=0,16; e interacdo com
p=0,12) e 1,7+4,3 para portadoras de | (entre grupos com p=0,57; entre pré e p6s com p=0,19;
e interagdo com p=0,34).

Nestas mesmas idosas, a VM (em m/s) apresentou resposta diferencial dependendo do
genotipo. Nas idosas D/D, a VM inicial média era de 5,5+2,1, enquanto que idosas I/1 tiveram
VM inicial média de 3,6+0,5 e idosas I/D de 3,8+0,5. Considerando-se portadoras do alelo I, a
VM inicial média foi de 3,7+0,5. J& apos a intervencdo, a VM média para idosas D/D era de
3,5+£0,9 (reducdo média de 1,9+1,5m/s), enquanto que idosas I/l tiveram VM média de
3,1+0,3 (reducdo de 0,5+0,4m/s) e idosas I/D de 3,1+0,3 (reducdo média de 0,7+0,3m/s).
Considerando-se portadoras do alelo I, a VM final média foi de 3,1+0,3 (reducdo média de
0,6+0,3m/s). Assim, houve diferenca significativa entre individuos antes e apés a intervengéo
(p<0,0001), mas também foi observada diferenca entre os grupos, tanto quando comparadas,
tanto quanto comparados os trés genétipos (p=0,035), quanto quando comparadas portadoras
do alelo I contra D/D (p=0,0085). Esta diferenca entre os grupos parece ter ocorrido devido a
alta velocidade inicial das idosas com genétipo D/D. Além disso, foi também observado um
valor significativo (p=0,004) para a interacdo genotipo e intervencdo, na comparagdo entre
D/D e portadoras de I, mostrando que houve uma melhora mais acentuada nas idosas com
genotipo D/D.

Apesar do gene ECA ser muito estudado para a avaliacdo da capacidade fisica, ainda ndo
estd completamente esclarecido seu papel no fen6tipo, funcdo muscular e desempenho da
marcha. Em um estudo de revisdo feito por Puthucheary et al (2011), foi observada maior
frequéncia do alelo | em individuos que realizam corridas de longa distancia, nadadores de
elite de ultradistancia, remadores e ciclistas de longa distancia. O alelo D, entretanto, era mais
frequente em atletas que realizavam competi¢Ges de curta distancia. Em um estudo realizado
por Papadimitriou et al (2016), foi realizada analise com velocistas, mostrando que portadores
do alelo D apresentaram melhores resultados na corrida de 200m e 400m do que individuos
com genotipo I/1. Estudos em idosos encontraram resultados ndo significativos. Bustamante-
Ara et al (2010) estudaram idosas da Espanha, com idade entre 90 e 97 anos, e ndo
observaram diferencas no fendtipo muscular quando comparado ao polimorfismo I/D.
Garatachea et al (2012) estudaram grupos de idosas espanholas entre 71 a 93 anos de idade,
avaliaram o fenétipo e a forga muscular, habilidades funcionais em atividades diarias e
densidade mineral 0ssea, relacionando com o polimorfismo, e também nenhum resultado
significativo foi encontrado (GARATACHEA et al, 2012).

Em relacéo a sindrome da fragilidade fisica do idoso, Chen et al (2015) observaram em
um estudo com individuos chineses idosos que, em comparagdo aos portadores do alelo D,
individuos com genotipo I/l apresentaram menor risco de desenvolver a fragilidade (CHEN et
al, 2015). Outro estudo avaliou a associacdo do uso de inibidores da ECA e a incidéncia da
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fragilidade em idosas com 65 anos ou mais, classificadas inicialmente como ndo-frageis.
Foram avaliadas mais de 25 mil mulheres que usavam inibidores da ECA por até 3 anos e foi
observado que a duracdo de uso e suas concentracdes (leve, moderada e alta) ndo tiveram
relacdo significativa com o desenvolvimento da fragilidade fisica (GRAY et al, 2009). Foi
observado que individuos idosos que ndo faziam uso de inibidores da ECA, possuiam niveis
mais elevados da atividade da ECA do que aqueles que faziam uso do inibidor, porém
nenhuma diferenca na funcdo muscular, forca de preensdo manual e atividade fisica foi
observada nos grupos (KOSTKA, SIKORA, KOSTKA, 2017).

Sdo recomendados mais estudos deste polimorfismo em idosas pré-frageis, que avaliem a
forca muscular e a marcha com outros métodos, por exemplo, dinamdmetro isocinético;
avaliacdo cinematica da marcha, para investigacdo de outros fatores envolvidos com a
resposta ao treinamento fisico por meio de jogos virtuais.

Conclusdes

O estudo mostrou que idosas pré-frageis homozigotas D/D apresentaram melhor resposta
ao treinamento fisico com jogos virtuais, no desempenho da marcha, que idosas portadoras do
alelo I (I/1 e I/D). Sugere-se que as idosas pré-frageis homozigotas D/D apresentavam altas
concentracbes de ECA, que pode ter favorecido a resposta ao treinamento fisico,
incrementando o desempenho fisico da marcha.
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