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INTRODUCAO

Genoma, Masculo Esquelético e Oxido Nitrico.

Estudos em gendmica funcional vém sendo aplicados ao esporte de alto
rendimento, uma vez que a compreensdo da relagdo existente entre genoma,
transcriptoma e proteoma viria revolucionar o tratamento do sistema musculo
esquelético (ME), por oferecer maior precisdo no diagnostico e na conduta
terapéutica. No momento da elaboracdo do racional desta nossa investigacao, os
poucos estudos com fenétipos ME, demonstravam que a susceptibilidade a lesdes e
a responsividade a terapéutica adotada, podem variar expressivamente entre
individuos, como consequéncia de variantes genéticas especificas (Radak et al.,
2012). No entanto, estes estudos de associacdo em genética sdo comumente
questionados, uma vez que: 1) uma variante genética pode ndo ser a causa direta
do fendtipo avaliado; 2) o mecanismo molecular pelo qual o fenétipo foi alterado néao
€ demonstrado e; 3) Um anico gene pode ter de pequena a moderada influéncia em
um fenotipo poligénico. Conscientes desta dificuldade, porém incentivados pela
possibilidade de expressiva contribuicio num contexto pouco explorado,
identificamos na literatura uma molécula com influéncia no reparo do ME. Encontra-
se bem documentada a funcdo do 6xido nitrico (NO) na regulacdo da for¢ca bem
como na ativacdo das células satélites e, consequentemente, na recuperagdo de
lesbes do ME (Radak et al., 2012). Em repouso h& biodisponibilidade de NO no ME,
0 que aumenta durante o exercicio fisico como consequéncia parcial do shear stress
(Joyner & Dietz, 1997). Foi verificado ainda, NO 30% aumentado apoés leséo
causada por consecutivas contracdes excéntricas (Radak et al., 1999). Em adicéo, o
NO parece mediar a sensacdo de dor no ME apoés lesdo (Radak et al., 2012).
Hipoteticamente, se as diferencas de susceptibilidade a lesGes e posterior reparo do
ME em atletas poderia sofrer influéncia de variagcdes na biodisponibilidade do NO,
este fato era desconhecido até a obtengcdo dos nossos resultados. Identificamos em
8% de uma populacdo voluntaria genotipada, a presenca em homozigose da
variante G894T (rs1799983) do gene da isoforma endotelial da sintase de NO
(eNOS). Esta variante resulta na substituicdo do aminoacido Glu por Asp na posi¢ao
298 da enzima eNOS. Sugestivamente, o fato desta substituicAo acontecer no

dominio oxidativo da eNOS, isso poderia afetar sua atividade enzimatica ou que
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sabe torna-la mais susceptivel a clivagem proteolitica. No entanto, estudos
utilizando-se de proteina recombinante revelaram ndo haver diferenga na atividade
enzimatica entre as duas formas protéicas (Hingorani, 2001). Tesauro et al. (2000)
demonstraram que o residuo Asp298 é mais susceptivel a clivagem proteolitica,
precisamente na posicao Asp298-Pro299. Posteriormente, Fairchild et al. (2001)
verificaram que o resultado do estudo anterior era um artefato dos meétodos de
preparacdo do experimento. Mesmo assim, ndo pode ser descartada a hipotese de
que, in vivo, um desconhecido mecanismo de clivagem proteolitica ou um
mecanismo de regulacdo pos-transcricional esteja sendo modulado pelo residuo
Asp298.

No sentido de comprovar a hipétese de que tal variante genética poderia ser
funcional, elaboramos um racional representativo a Unica possibilidade, até o
momento, de ser testada in vivo. Joyner & Dietz, (1997) demonstraram que parte da
vasodilatacdo muscular durante o exercicio € mediada por aumento na
biodisponibilidade do NO. Baseado neste contexto, nosso objetivo foi o de testar, a
partir do bloqueio da atividade da eNOS no musculo (infusdo intra-arterial), se
haveria alteracdo na biodisponibilidade do NO e consequentemente na
vasodilatacdo muscular, em individuos portadores do alelo 894T. Para a conducédo
deste trabalho, foi necessario compreender em detalhes a relacdo entre NO,
musculo esquelético e reatividade vascular, conforme descrito nos topicos a seguir.
Na sequéncia, a partir da comprovacédo de que o variante G894T do gene eNOS
esta funcionalmente associada a uma prejudicada vasodilatacdo muscular em
resposta a ativacao simpatica reflexa induzida pelo exercicio, nosso objetivo foi o de
investigar a natureza poligénica da relagao “adaptagdes fisioldgicas e treinamento
fisico”. As interacbes gene-gene e genes-ambiente sdo passiveis de serem
analisadas a partir de plataformas exploratérias com possibilidade de visualizagédo
do genoma completo (genome-wide analysis). A investigacdo do transcriptoma
responsivo ao treinamento fisico por arrays de expressdo génica (Human GeneChip
1.0 ST-Affymetrix) - com possibilidade de visualizacdo de 28.869 transcritos foi
conduzida no sentido de identificarmos novos marcadores moleculares e que
refletem a plasticidade do muasculo esquelético em resposta ao estresse mecanico
do exercicio fisico. Informacdes estas com aplicacdo direta ao esporte de alto

rendimento.



Oxido Nitrico e Sistema Cardiovascular

O NO, um intermediario gasoso atuante na sinalizacdo de multiplos processos
bioldgicos, € um radical livre que apresenta um elétron desemparelhado na ultima
camada e uma meia vida de 4 a 8 segundos em meio aquoso oxigenado (Moncada
et al., 1989; Kojda & Harrison, 1999). Considerado um gas labil com livre difusdo nas
membranas celulares, tal caracteristica confere a esta molécula uma alta atividade
biologica (Palmer et al.,, 1987). O entendimento da complexidade da funcéo
endotelial e a dificuldade de se estudar cada um de seus componentes isoladamente
vem sendo aos poucos superado. Dentro deste contexto, modelos animais capazes
de reproduzir um estado fisiolégico alterado foram desenvolvidos, possibilitando, por
exemplo, o funcionamento do sistema em condicbes de baixa ou aumentada
biodisponibilidade de NO. Além disso, estudos in vivo em humanos, através da
infuséo intra-arterial de compostos com potencial em modular a funcdo endotélio-
dependente ou endotélio-independente, possibilitaram a investigacdo dos

mecanismos moduladores da funcao vascular, em condicdes normais e patoldgicas.

Substrato, Sintases de Oxido Nitrico e Atividade Enzimatica

Caracterizado como  “aminoacido  metabolicamente  versatil” pelo
reconhecimento de suas multiplas funcbes, a L-arginina é ainda o substrato
necessario para a sintese do NO. A disponibilidade deste substrato no interior das
células do endotélio vascular € dependente, pelo menos em parte, de sua
concentracdo extracelular e da sua captacdo para o interior das cavéolas, onde a
enzima Oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) exerce sua funcdo. Baseado na
localizacdo da isoforma 1 dos transportadores de aminoacidos catiénicos (CAT-1,;
gene SLC7Al), nas caveéolas, tal transportador € o principal responsavel pelo
suprimento de L-arginina para a eNOS e consequente catalise a NO (McDonald et
al., 1997). A producdo enzimatica do NO a partir do aminoacido L-arginina €&
mediada por uma familia de trés sintases de 6xido nitrico (NOS), codificadas por
genes distintos (Marletta, 1994). As isoformas compartilham 50-60% de homologia
na sequéncia de aminoacidos nos dominios oxidase e redutase (Govers & Rabelink,

2001). Estas isoformas exibem caracteristicas distintas que refletem suas fungfes



especificas in vivo (Stuehr, 1997). A oxido nitrico sintase endotelial (eNOS ou NOS
[II; 7935-36) e a oxido nitrico sintase neuronal (NNOS ou NOS I; 12g24.2) possuem
mecanismo de ativacdo constitutivo (cNOS). A isoforma induzida (iNOS ou NOS II;
17cen-ql2) encontra-se expressa em processos celulares anormais como na
insuficiéncia cardiaca (Ferreiro et al., 2004), induzidas por citoquinas e agentes
inflamatorios, o que resulta em alto fluxo de NO (Andrew & Mayer, 1999; Wang &
Wang, 2000).

A eNOS funciona como um dimero, constituida de dois mondémeros idénticos, que
por sua vez podem ser divididos funcional e estruturalmente em dois dominios
principais: um dominio C-terminal redutase, homdlogo ao citocromo P450 e que
contém sitios de ligacdo para NADPH, flavina mononucleotideo (FMN) e flavina
adenina dinucleotideo (FAD) e um dominio N-terminal oxidase, que abstrai um
elétron do substrato L-arginina e possui sitios de ligacao para o ferro heme, para o
co-fator tetrahidrobiopterina (BH4) e para a L-arginina (Andrew & Mayer, 1999; Wang
& Wang, 2000). A reacado de catalise das NOS constitutivas envolve dois estagios de
oxidac&o: a hidroxilagdo da L-arginina em N®-hidroxi-L-arginina seguida da oxidac&o
deste intermediario com utilizacdo de um elétron da NADPH, formando L-citrulina e
NO (Albrecht et al.,, 2003). Esta reacdo consome 1.5 mol de NADPH e 2 mol de
oxigénio por mol de L-citrulina formada (Griffith & Stuehr, 1995). Co-fatores como
ferro heme, BH,; e L-arginina tém sido particularmente estudados, e a baixa
biodisponibilidade destes induz ao fendmeno de desacoplamento da eNOS
(Harrison, 1997; Vasquez-Vivar et al., 1998). O ferro heme é essencial para a
dimerizacédo das 3 isoformas (Klatt et al., 1996); baixas concentra¢cdes ou auséncia
de L-arginina catalisa a reducdo do oxigénio em superoxido (O27) (Mayer et al.,
1991, Heinzel et al., 1992) e niveis diminuidos de BH, leva a producéo simultanea de
NO e O, produtos que reagem entre si formando peroxinitrito (ONOQO") (Beckman &
Koppenol, 1996). Uma vez verificado que as células endoteliais contém uma
concentracdo basal da proteina eNOS, o gene da eNOS foi considerado
constitutivamente expresso. O mecanismo de ativacdo da eNOS tem sido descrito
como o0 mais elaborado das trés isoformas, refletindo a complexidade do controle
fisiologico dos diferentes leitos vasculares (Govers & Rabelink, 2001; Michel &
Feron, 1997). O mecanismo classico de ativacdo das isoformas constitutivas €&

dependente do célcio (Ca'™), enquanto a iINOS independe da elevacdo das



concentracgdes intracelulares de Ca™, devido a alta afinidade da ligacdo da enzima
com a calmodulina (Harrison, 1997). O principal mecanismo de ativacédo da eNOS se
da pela fosforilagdo do aminoacido serina na posi¢cao 1177 (Shiojima & Walsh, 2002)
pela enzima Akt kinase (ou proteina kinase B), 0 que aumenta a sensibilidade da
eNOS as concentragdes basais de Ca**/calmodulina (Fulton et al., 1999). A ativacdo
tbnica ou fasica da eNOS em resposta ao fluxo sangliineo é independente das
alteracbes na concentracdo do Ca’ e constitui-se do shear-stress. Fulton et al.
(1999) e Dimmeler et al. (1999) demonstraram que a troca do residuo de
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pelo aminoacido alanina, torna a eNOS resistente a fosforilagéo e
ativacdo pela enzima Akt, uma via dependente de fosfatidilinositol-3 kinase (PI-3K).
Embora a fosforilagdo do residuo de serina’*’’ desempenhe um papel crucial na
ativacdo enzimatica da eNOS, é sabido que sua regulacdo é dependente do padréo
de fosforilacdo de mudltiplos sitios (Mount et al. 2007). A fosforilacdo do residuo de
serina®®, localizado no dominio de ligagcdo da flavina mononucleotideo (FMN),
também aumenta a atividade da eNOS e parece ser particularmente importante na
manutencio da sintese de NO ap0s a ativacdo por Ca**/calmodulina e fosforilac&o
do residuo de serina'*”’. Por outro lado, fosforilado pela proteina kinase C (PKC), o
residuo de treonina*® interfere com o dominio de ligacdo da calmodulina regulando
negativamente a sintese do NO. Embora ja se conheca a importancia de multiplos
sitios de fosforilagdo na regulacdo da atividade da eNOS, os mecanismos de

regulacéo envolvendo kinases e fosfatases ainda ndo estao totalmente elucidados.

Oxido nitrico, Tono Vascular e Vasodilatacdo Muscular

Apos a verificacdo de que o NO é sintetizado pelas células endoteliais e que
este participa da regulagcdo hemodinamica cardiovascular, o interesse passou a se
concentrar na quantificacdo de sua participagdo na homeostasia deste sistema.
Estudos in vivo demonstraram que a administracéo intra-arterial de N®-monometil-L-
arginina (L-NMMA), um bloqueador inespecifico da atividade das NOS, reduz o fluxo
sanguineo local entre 25% a 50% (Joyner et al., 1997). Embora o tono vascular
basal seja o produto das forgas constritoras versus forcas vasodilatadoras, estes
resultados demonstram que o NO €, pelo menos em parte, o0 modulador do fenétipo

em questdo. Durante condicbes de estresse mental e exercicio € observado,



juntamente com a resposta taquicardica e aumento da pressao arterial,
vasodilatacdo em leito muscular esquelético como parte das respostas fisioldégicas
de ajuste do organismo. Foi postulado que parte desta resposta vasodilatadora
muscular seria modulada por um componente neural, o que ficou evidente
posteriormente pela existéncia de fibras simpaticas colinérgicas para a musculatura
esquelética de algumas espécies de mamiferos com excecdo de primatas e
humanos. Foi verificado que a estimulacédo elétrica do nervo simpatico provocava
vasodilatacdo em leito muscular, quando a liberacédo pré-sinaptica de noradrenalina
era inibida pela infusdo intra-arterial de farmacos. No entanto, esta resposta
vasodilatadora mostrou-se atenuada quando um antagonista muscarinico foi
administrado (Abrahams et al. 1964, Bolme & Fuxe, 1970). Posteriormente, ficou
evidente que o NO era, pelo menos em parte, o modulador da resposta
vasodilatadora verificada quando fibras simpéticas colinérgicas eram estimuladas
(Matsukawa et al., 1993). Paralelamente, Blair et al. (1959) verificaram que, em
humanos, a vasodilatagdo no antebraco durante manobras fisiolégicas é também
mediada por um componente neural. Durante a aplicacéo do estresse mental, o fluxo
sanguineo no membro simpatectomizado ndo se alterava, quando comparado ao
fluxo sanguineo no membro controle. Em adicdo, a infusdo intra-arterial de atropina
no membro controle reduzia em aproximadamente 50% o aumento no fluxo
sanguineo. Naguele momento, utilizando-se das evidéncias indiretas, os autores
sugeriram a existéncia de inervacdo simpdtica colinérgica para a musculatura
esquelética de humanos. Mimetizando os experimentos em animais, mais tarde os
estudos de Dietz et al. (1994) e Dietz et al. (1997) deixaram evidente que parte da
resposta vasodilatadora muscular, medida no antebraco, durante o estresse mental
ou o exercicio & atenuada com a administrado intra-arterial do L-NMMA. Os
mecanismos pelos quais a acetilcolina e o NO sao sintetizados e liberados durante
as reacbes de defesa do organismo nao estdo completamente elucidados em
humanos. As evidéncias alcancadas com bloqueios farmacolégicos permitem
apenas sugerir a existéncia de fibras simpéticas colinérgicas para a musculatura
esquelética. Decorrente de tais limitacfes, os autores ndo descartam a possibilidade
de que a vasodilatacéo seja causada por uma combinacdo entre fatores circulantes
e locais. Uma pequena parte das células endoteliais poderia sintetizar e liberar
acetilcolina (Milner et al. 1990). Além disso, a ativacdo de receptores [3,-

adrenérgicos localizados no musculo liso vascular resultaria no relaxamento desse



tecido e, em consequéncia, vasodilatacdo. No entanto, Majmudar et al. (1999)
verificaram que parte da vasodilatacéo resultante da ativagéo dos ,-adrenoceptores
€ mediada pelo NO. Embora os autores ndo expliguem o mecanismo responsavel
por este fendbmeno, aproximadamente 25% da vasodilatacdo observada no
antebraco com a infusdo de Ritodrine (agonista seletivo B,-adrenérgico) foi atenuada
quando L-NMMA é co-infundido. Estes resultados sugerem a existéncia dos (.-
adrenoceptores no endotélio vascular, contribuindo para o aumento da atividade da
eNOS. Em adicdo, o aumento da estimulacdo mecanica do endotélio vascular
resultaria em sintese aumentada de NO, via PI-3K-Akt kinase, com subsequente

fosforilac&o do residuo de serina®"’.

Polimorfismos da eNOS e Estudos Funcionais da Variante G894T.

Genotipada e sequenciada em 1993 por Marsden e colaboradores (GenBank
D26607), a eNOS esta localizada no cromossomo 7(g35-36 e variagbes na sua
sequéncia tém sido descritas na regido promotora, exons e introns (Wang & Wang,
2000). O gene (21-22 kbp) compreende 26 exons e 25 introns com 133 kDa. A
sequéncia polipeptidica gerada contém 1203 aminoéacidos (Marsden et al., 1993). Ja
esta descrito na literatura a existéncia de trés polimorfismos de um unico nucleotideo
(SNP) na regido promotora, porém em localizacdes de nao ligacdo de fatores de
transcricdo (Karantzoulis-Fegaras et al., 1999). Dos polimorfismos encontrados nos
exons 6 e 7, a substituicdo da base nitrogenada guanina por timina (G—T), na
posicdo 894 localizada no exon 7, resulta na substituicdo do aminoacido glutamato
(GAG) por aspartato (GAT) na posicéo 298 da sequéncia polipeptidica (Philip et al.,
1999). Sugere-se que os polimorfismos localizados na regido promotora do gene
desempenham influéncia na transcricAio do RNAm, enquanto os polimorfismos
localizados em regides codificadoras podem resultar em alteracdo de atividade
enzimatica (Hingorani, 2001). O residuo 298 esta localizado externamente no
dominio oxidase da enzima, sitios de ligagdo para L-arginina ou BH,. Estudos
enzimaticos utilizando eNOS recombinante mostraram ndo haver diferenca na
constante de Michaelis (k) nem na Vs entre as duas formas da enzima (Hingorani,
2001). Embora a atividade enzimatica pareca nao ser afetada pela forma Asp298 da
enzima, Tesauro et al. (2000) mostraram que esta variante apresenta maior

susceptibilidade a clivagem proteolitica em fragmentos de 100 e 35 KDa
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precisamente na posicdo Asp®®®-Pro?®®, quando comparado a variante Glu298. No
entanto, Fairchild et al. (2001) demonstraram que tal susceptibilidade proteolitica
ocorria devido a um artefato da preparacédo do experimento. A inconsisténcia desses
resultados ndo exclui a possibilidade de que, in vivo, um desconhecido mecanismo
proteolitico ou até mesmo uma alteracdo na regulacdo pos-transcricional possa estar

sendo modulada pela variante Asp298 da enzima.

Transcriptoma e Exercicio Fisico.

O rastreamento dos “genes do exercicio fisico” tem envolvido, além da
identificacdo de variantes no codigo de genes especificos, a analise do padrdo de
expressao génica, a partir da extracdo do RNA (transcriptoma) e a quantificacdo da
proteina e/ou atividade enzimética em tecidos especificos (Charchar et al., 2008).
Alteracdes na quantificagdo do transcrito ou elementos pds-transcrional de um Gnico
gene ou de um conjunto deles, reflete a exposicdo a um determinado fator
ambiental. Além disso, tais genes podem encontrar-se mais ou menos expressos
como conseqléncia de variantes genéticas com potencial em alterar sua
responsividade a fatores nucleares transcricionais. A analise do transcriptoma e a
consequente determinacao das alteragdes no padrédo de expressdo em um conjunto
de genes se traduzem em conhecimento necessario uma vez que, a combinacéo de
multiplas alteracdes moleculares é responsavel em determinar o grau das respostas
adaptativas dos diferentes sistemas ao exercicio fisico. Schmutz et al. (2006)
analisaram as alteracdes no padrdo de expressdo de 229 genes associados a
funcdo muscular. Apés uma Unica sesséo de exercicio fisico, ocorreram alteracdes
na expressao de 23 transcritos. O aumento foi verificado na expressao de genes
envolvidos em vias metabdlicas glicoliticas e oxidativas (GLUT4, ALDOC, PFKFBS3,
FABP3, LPL, ECH1, ACADL, CPT1, CYCS, SOD1, SOD3, SLC16A1), contracao e
arquitetura muscular (MYH4 e TUBAL1), miogénese (MYOD1 e MEF2B), regulacéo
do ciclo celular (IGFBP6 e IGF1) e estrutura celular (COL6AL). Ap6s um periodo de
6 semanas de treinamento em cicloergdbmetro o padréo de expressdo génica foi
alterado. Dentre os 23 genes com expressdo aumentada no pré-treinamento,
apenas dois deles e mais 11 outros genes mostraram aumento na expressao. Os

autores concluem que, principalmente para aqueles genes envolvidos nos processos
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metabdlicos, a regulacdo transcricional é modificada dependendo do estado de
aptidao fisica de um individuo.

As diferencas de responsividade ao exercicio e treinamento fisico, podem ser
analisadas em nivel molecular, uma vez que qualquer resposta fisiolégica do
organismo esta diretamente ligada a alteracdes de expressdo génica. Parte do
crescente interesse pelo método de microarray esta relacionada a possibilidade de
identificacdo de novos genes candidatos, previamente ndo associados com o
fendtipo em questdo. Em adicéo, a identificacdo de distintos padrbes de expresséo
génica entre individuos pode fornecer importantes informag8es que servirdo como
base para a adocdo de terapias individualizadas. A andlise completa do padrdo de
expressao génica de individuos sedentarios submetidos ao treinamento fisico parece
ser uma iniciativa plausivel a partir do momento em que multiplos genes agem em
conjunto para induzir as adaptacdes em diferentes sistemas fisioldgicos. Neste
estudo, esta analise sera conduzida em células leucocitarias no sentido de identificar
um transcriptoma responsivo ao treinamento fisico, com a possibilidade de
identificacdo de novos marcadores moleculares com potencial em auxiliarem na

prevencao e reabilitagdo de lesdes em atletas.

Leucocitos Como Sensores Biologicos do Exercicio Fisico

Durante o exercicio fisico, as diferentes funcbes exercidas por grupos de
células ou tecidos especificos resultam na modulacdo da expressédo de diferentes
genes. Esta especificidade justificaria a necessidade de se compreender as
respostas moleculares destes tecidos, frente ao estresse fisiolégico induzido pelo
exercicio fisico. Em se tratando da investigacdo de fenotipos poligénicos, soma-se
ao desafio da identificacdo dos genes e variantes genéticas candidatas, a dificuldade
de acesso a tecidos relevantes para a analise das possiveis alteracfes
transcricionais ou pos-transcricionais. Por exemplo, no campo da pesquisa
gendmica em cardiologia, Seo et al. (2006) atentam para o fato de que o seu lento
avanco pode ser creditada a dificuldade de acesso a tecidos ditos “informativos”. No
entanto, nos Uultimos anos estudos com humanos tém investigado as bases
moleculares das doencas cardiovasculares utilizando-se para isso de amostras de
tecido de aorta, ventriculos e atrios. Para as pesquisas envolvendo exercicio fisico e

alteracdes morfo-funcionais, 0 maior interesse parece concentrar-se na musculatura
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esquelética. Nado menos importante que as analises por bidpsia do tecido muscular
esquelético, sdo as investigacdes celulares e moleculares das alteracbes que
ocorrem em células sangiiineas em resposta ao exercicio e ao treinamento fisico.

O exercicio fisico tem demonstrado ser um fator regulador das células imunes e de
suas funcdes. Existem evidéncias de que o estresse induzido pelo exercicio evoca o
sistema imune com a ativagdo de vias pro-inflamatorias e antinflamatorias
(Ostrowski et al., 1999), vias estas envolvidas no reparo do musculo esquelético
apos lesdo. Em adicdo, alteracdes podem ser observadas em biomarcadores
vasoativos como, por exemplo, as catecolaminas, endotelina e angiotensina Il. Em
termos moleculares, o préprio estresse mecéanico causado pela pressdo sanguinea
aumentada durante o exercicio, somada aos efeitos do shear stress na parece do
vaso, desencadeiam alteracdes no padrdo de expressdo génica em células
sanguineas, fazendo com que estas sejam importantes fontes de informacao
gendbmica. Em resumo, leucdcitos podem portar informacbes especificas
relacionadas a circulacdo, servindo como sensores bioldgicos do ambiente
sistémico. Em adicdo, estas alteracbes moleculares em nivel transcricional podem
ser utilizadas tanto para o diagnostico e prognostico de fendtipos musculo
esqueléticos, quanto para o monitoramento do grau e resposta a intervencdes
especificas, como é o caso do esporte de alto rendimento. Neste estudo propde-se a
analise do padrdo de expressdo génica de células leucocitarias de individuos
sedentarios saudaveis, atentando para as possiveis alteracdes neste padréo de

expressado em resposta ao treinamento fisico.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Este estudo teve como objetivo caracterizar a influéncia da variante G894T do
gene da eNOS no fenoétipo de vasodilatagdo muscular endotélio-dependente e uma

assinatura molecular do treinamento fisico representativa do genoma completo.

Objetivos Especificos

Testar a hipotese de que:

1) O fluxo sanguineo basal e/ou a vasodilatacdo muscular reflexa induzida
pelo exercicio estariam diminuidos em individuos portadores do alelo T894, quando

comparado a individuos com pelo menos um alelo G894 do gene da eNOS;

2) A menor resposta vasodilatadora reflexa verificada nos individuos com
gendtipo TT seria, pelo menos em parte, mediada por uma biodisponibilidade

reduzida do éxido nitrico e/ou um ténus simpético vasoconstritor aumentado;

3) como sensores biolégicos do ambiente sistémico, leucocitos podem portar

um transcriptoma responsivo ao treinamento fisico.
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METODOS

Casuisticas

Duzentos e oitenta e sete individuos, pacientes do ambulatério do Instituto do
Coracao — InCor (HCFMUSP) de Séao Paulo, foram convidados a integrar o proposto
estudo. Todos foram submetidos a coleta de sangue para subseqiente extracao e
armazenamento do DNA, além de analises clinicas e laboratoriais para a certificacédo
do estado e condigdo fisiologica. Apds genotipagem para o polimorfismo G894T do
gene da eNOS, os 287 individuos foram subdivididos obedecendo a presenca dos
alelos G e T, ou seja, entre os gendtipos GG (n=147; wild-type), GT (n=115) e TT
(n=25). Na sequéncia, foi realizada uma cuidadosa selecdo determinada pelos
critérios de inclusdo e exclusédo estabelecidos pelo estudo. Presenca de sintomas e
doencas cardiovasculares e metabdlicas, uso de farmacos com potencial em afetar a
funcdo endotelial e fatores de risco como diabetes, dislipidemia, hipertenséo arterial
e tabagismo foram utilizados com fatores de exclusédo, enquanto indice de massa
corporal (IMC) < 27 e inatividade fisica por pelo menos 6 meses foram utilizados
como fatores de inclusédo dos individuos na investigacdo. Do total, 15 individuos GG,
9 individuos GT e 9 individuos TT obedeceram os critérios de selecdo e
concordaram com os procedimentos do estudo.

A partir de um banco de dados de 317 individuos pertencentes ao efetivo em
processo de formacdo pela Policia Militar do Estado de Sao Paulo, do sexo
masculino, na faixa etaria entre 18 e 31 anos, 13 foram selecionados e seus
respectivos RNAs utilizados para andlise do transcriptoma. Este banco de dados é
composto de individuos saudaveis (ECG repouso e glicemia de jejum normais —
laudo do Hospital da Policia Militar — HPM). Em adicdo, obrigatoriamente nao
engajados em atividade fisica regular (3 a 4x/semana) nos ultimos 6 meses; ndo
usuarios em uso de fumo e ECG de esforco normal (avaliagdo ergoespirométrica
realizada no inicio do protocolo de estudo). Os protocolos de pesquisa foram
aprovados no mérito cientifico pela Comisséo Cientifica e de Etica do Instituto do
Coracdo recebendo, posteriormente, parecer positivo da Comissdo de Etica para
Andlise de Projetos de Pesquisa — CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das
Clinicas e da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (Protocolo

Pesquisa n° 109/05) e (Protocolo de Pesquisa n° 0714/10). Todos os individuos
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envolvidos no estudo foram informados sobre os procedimentos que seriam
utilizados na investigagdao e assinaram um Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.

Métodos e Procedimentos

Coleta Sanguinea, Extracdo do DNA e RNA e Genotipagem

As amostras de sangue periférico (8 mL) foram coletadas em tubos contendo
EDTA como agente anticoagulante. Para isso, uma solucdo de EDTA a 5,4 mM foi
preparada e adicionada ao sangue total. Apés a homogeneizac¢do do sangue, 0 DNA
gendmico foi extraido do sangue total seguindo os procedimentos padrdes (Pereira
et al., 2007). O material genédmico foi armazenado a -70°C e utilizado posteriormente
para a genotipagem. A genotipagem foi realizada utilizando-se a técnica de RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism), onde o DNA gendmico é submetido a
uma reacdo de cadeia da polimerase (PCR) com os primers correspondentes a
regido alvo de amplificacdo. Posteriormente ao PCR, as amostras foram submetidas
a digestdo enzimética por enzima de restricdo para a deteccdo do alelo mutante. A
variante estudada, localizada no exon 7, consiste na troca do nucleotideo guanina
(G) por timina (T) na posicdo 894 do cDNA da eNOS. Tal mutacdo resulta na
alteracdo do aminoacido glutamato (Glu) por aspartato (Asp) no codon 298 da
enzima recebendo, portanto, a denominagao “Glu298Asp”. Os gendtipos GG, GT e
TT foram identificados por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) seguidos por
RFLP (Miyamoto et al.,, 1998). Resumidamente, os primers para PCR foram
construidos para a amplificacdo de um fragmento de 248-pb, contendo a posicao
894 do gene (sense and antisense primers; 5-AAGGCAGGAGACAGTGGATGGA-3’
e 5-CCCAGTCAATCCCTTTGGTGCTCA-3', respectivamente). A mutagéo
missense, resultante da presenca do nucleotideo T na posicdo 894, é reconhecida
pela enzima de restricdo Mbol gerando, portanto, dois fragmentos de 158-pb e 90-pb
de comprimento. O produto da digestao foi posteriormente analisado em gel de
agarose a 2%. Uma nova genotipagem randomizada com 150 amostras foi realizada
posteriormente por outro técnico e nenhuma misgenotipagem foi detectada.

A extracdo do RNA total foi feita a partir leucécitos de sangue periférico

isolados com o reagente TRIzol (Invitrogen®, USA), conforme descrito a seguir. O
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procedimento se inicia com a separacdo da fragdo mononuclear. O sangue total é
homogeneizado e misturado a um volume de solucéo fisiolégica na concentragédo
1:1. Em um tubo Falcon de 15 ml, sera adicionado 3 ml de Ficoll e a solugéo
soro/sangue sera adicionada suavemente sobre o Ficoll com o cuidado para nao
misturar. O sistema sera submetido a centrifugacdo em temperatura ambiente a
3000 rpm por 30 minutos. Apoés a centrifugacao, o sistema bifasico passara a possuir
quatro fases: hemacias, Ficoll, fracdo mononuclear e plasma. A camada de Ficoll e a
fracdo mononuclear serdo colhidas juntas e submetidas a lavagem com soro duas
vezes. O pellet contendo a fragdo mononuclear sera re-suspendida em 1ml de
TRIzol®. Para extragdo do RNA, as células serdo lisadas no TRIzol® através de
pipetagem repetitiva. A amostra sera incubada por 5 minutos a temperatura
ambiente e em seguida serd adicionado 0,2 ml de cloroférmio. Os tubos seréo
agitados vigorosamente na mao por 15 segundos e serdo incubados por 2 a 3
minutos em temperatura ambiente. ApOs a incubacdo, as amostras serao
submetidas a centrifugagdo a no maximo 12.000 rpm a 4°C por 15 minutos. Apés a
centrifugacdo, a mistura separa-se em uma camada vermelha, a fase fenol
cloroférmio, uma interfase e uma fase superior aquosa incolor. O RNA permanece
exclusivamente na fase aquosa. Essa fase sera transferida para um tubo limpo e o
RNA sera precipitado misturando-se 0,5 ml de isopropanol. As amostras seréo
incubadas a temperatura ambiente por 10 minutos e submetidas a centrifugacédo a
no maximo 11.500 rpm a 4°C por 10 min. O sobrenadante sera descartado e o pellet
sera lavado uma vez com 1 ml de etanol 75% gelado. A amostra sera misturada em
vortex e centrifugada a no maximo 9000 rpm a 4°C por 5 min. Ao final do
procedimento, o RNA sera seco invertendo-se o tubo sobre papel filtro por 30

minutos e sera dissolvido em agua ultrapura livre de RNAse.

Fluxo Sanguineo Muscular

O fluxo sanguineo muscular (mL de sangue/min/100 mL de tecido) foi
avaliado pela técnica de pletismografia de oclusdo venosa no antebraco. O
antebraco avaliado era sempre o correspondente ao braco ndo dominante. Um
manguito neonatal era posicionado na regido do pulso e um outro manguito na
regido do braco, aproximadamente 4 cm acima da fossa cubital. Durante o exame, o

fluxo sanguineo era totalmente obstruido para a regido da mao mediante a uma
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insuflacdo supra-sistélica do manguito posicionado na regido do pulso. O manguito
posicionado na regido do bracgo era inflado e desinflado a uma presséo de 50 mmHg
em ciclos de 8 segundos. Quando inflado, o retorno venoso era impedido e o
aumento no perimetro do antebraco detectado por um tubo silastico preenchido com
mercurio. O aumento na tensé@o no tubo silastico refletia 0 aumento do volume do
antebraco e, consequentemente, a vasodilatagcdo. A condutancia vascular no
antebraco foi calculada como (fluxo sangiiineo no antebraco)/(pressdo arterial
média) x 100 e o resultado expresso em “unidades” (Negrao et al., 2001; Tombetta
et al., 2003).

Presséo Arterial e Frequéncia Cardiaca

A pressao arterial foi monitorada de forma nao invasiva e intermitente,
utilizando-se um manguito automético e oscilométrico (Dixtal, DX 2710; Brazil,
Manaus), posicionado na perna. A freqiiéncia cardiaca foi monitorada continuamente
através de registro eletrocardiografico.

Durante o estudo invasivo, a pressao arterial foi monitorada de forma direta
através de um transdutor de pressdo com sensor hemodindmico (Edwards
Lifesciences LLC; Irvine, CA 92614-5686 USA), conectado a um cateter especifico
para puncédo arterial (Arrow RA-04220). O sinal da onda de pulso foi registrado em
um computador (GATEWAY 2000 4 DX2-50V), através do programa AT/CODAS,
numa freqiiéncia de 500Hz. A freqiéncia cardiaca foi obtida continuamente através
do registro da onda de pulso da presséo intra-arterial (Negréo et al., 2001; Tombetta
et al., 2003).

Exercicio de Handgrip

O exercicio de handgrip foi realizado por preensdo da méo, utilizando-se de
um dinamémetro. O exercicio foi sempre realizado com o brago dominante. Apés a
obtencdo da maxima contrac&o voluntaria (MCV; média de 3 tentativas) foi calculado
um valor correspondente a 30% do maximo (Tombetta et al., 2003). Este valor foi

posteriormente utilizado durante os trés minutos do exercicio isométrico.

Puncéao Arterial e Infuséo de Drogas
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Para a infusdo das drogas foi realizada a punc¢do da artéria braquial sempre
no membro superior ndo dominante. A puncéao foi realizada apds ampla assepsia
com Riodeine (Polivinil Pirroliona lodo/PVP- 10% de iodo ativo/Rioquimica®) e
protecdo da area manipulada com instrumentacdo esterilizada. Previamente a
introducdo do cateter, a regido a ser puncionada era anestesiada utilizando-se
lidocaina 2%. O cateter especifico para puncao arterial (Arrow RA-04220) era, entao,
introduzido e conectado a um cateter de dupla via e, subsequentemente, conectado
a um equipo transdutor de pressdao com sensor hemodinamico (Edwards
Lifesciences LLC; Irvine, CA 92614-5686 USA). Solucéo fisiologica e drogas foram
administradas utilizando-se uma bomba de infusdo continua, conectada a uma das

vias do cateter de dupla via.

Atividade Nervosa Simpatica Muscular

A atividade nervosa simpatica muscular (ANSM) foi avaliada diretamente
utilizando-se a técnica de microneurografia. Esta consiste na implantacdo de um
micro eletrodo de tungsténio no nervo fibular (via pos-ganglionar) do individuo
estudado. ApoOs a impactacdo do nervo e captacado do sinal nervoso, os disparos
eram registrados por um poligrafo e o resultado apresentado por disparos ocorridos

por minuto (Negréo et al., 2001; Trombetta et al., 2003).

Protocolos Experimentais

A padronizacao da preparacdo dos pacientes a partir do dia que antecede o
exame foi determinada no sentido de minimizar a possibilidade de condi¢cbes que
pudessem vir a interferir na realizacdo e nos resultados do estudo. Todos os
pacientes avaliados no Protocolo | e os que retornaram para o Protocolo Il foram
avaliados no periodo da manha e foram instruidos a preceder da seguinte forma:

» Dia que antecede o exame: nao ingerir alimentos gordurosos durante a
noite e nao ingerir liquido em alta quantidade. N&o realizar qualquer atividade fisica
de média ou alta intensidade.

» Manha& do exame: nao ingerir liguido em alta quantidade; Nao ingerir

produtos que contenham cafeina em sua composi¢do; N&o ingerir manteiga,
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margarina, requeijao ou qualquer outro produto que contenha alto teor de gordura
em sua composicdo; Nao realizar qualquer atividade fisica de média ou alta

intensidade.

Protocolo |

Trinta e trés individuos (15 GG, 9 GT e 9 TT; ver “Casuistica” para detalhes
da amostra populacional) foram avaliados. A preparacdo do paciente para a
realizacdo do protocolo experimental procedia da seguinte forma: Os eletrodos para
a obtencéo do sinal eletrocardiogréafico eram colocados e o individuo posicionado em
uma maca na posi¢ao supina; O membro superior ndo dominante era posicionado
em extensdo lateral e o0s acessorios do conjunto de pletismografia eram
posicionados para a obtencdo das curvas de fluxo sangiineo no antebraco. Na
sequéncia, um manguito era posicionado e ajustado a perna para 0 registro do
comportamento da pressdo arterial. ApOs quinze minutos decorridos da
instrumentacédo, dava-se inicio ao protocolo experimental.

O protocolo | estd esquematizado na Figura 2. As variaveis fluxo sangtiineo
no antebraco, pressdo arterial e freqiéncia cardiaca eram registradas no periodo
basal (3 min.) e durante o exercicio de handgrip a 30% da maxima contracao

voluntaria (3 min.).

Protocolo II

Quinze individuos (8 GG e 7 TT; ver “Casuistica” para detalhes da amostra
populacional) foram reavaliados. A preparacdo para a realizacdo do protocolo
experimental procedia da seguinte forma: Os eletrodos para a obtencdo do sinal
eletrocardiografico eram colocados e o individuo posicionado em uma maca na
posicdo supina; O membro superior ndo dominante era posicionado em extensao
lateral e, apdés assepsia e anestesia subcutédnea do local, era entdo realizada a
puncdo da artéria braquial. Posteriormente a puncédo e coneccdo do cateter e do
equipo transdutor de pressdo, 0s acessorios do conjunto de pletismografia eram
posicionados para a obtencdo das curvas de fluxo sangiineo no antebraco. Na
sequéncia, a perna era posicionada para a microneurografia. Caso a tentativa de
aquisicdo de um sinal nervoso passivel de andlise excedesse 60 minutos, o exame

era iniciado sem o registro do nervo. Apds vinte minutos decorridos da
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Protocolo 1

| FSA, PA, FC >
[ |
Instrumentagio I Repouso I Periodo Repuusu| Exercicio I
| | - | .
15 minutos 3 minutos 3 minutos

Protocolo 11

- |

! FSA, PA, FC, ANSM——————— |

Instrumentagio I Repouso I I Periodo Repouso | Exercicio |
|

[ . I . I .
15 minutos 5 minutos 3 minutos 3 minutos

Experimerio IT | Infuso L-NMMA |

! FSA, PA, FC, ANSM———————— |

| Repouso I I Periodo Repouso | Exercicio |

[ . I . I .
15 minutos 5 minutos 3 minutos 3 minutos

Experimernio IIT
(Infusdo L-INMMA + Fentolamina |
! FSA, PA, FC, ANSM—————————» |

| Repouso I Periodo Repouso | Exercicio |

. I . I .
15 minutos 5 minutos 3 minutos 3 minutos

Figura 2 — Protocolos experimentais. FSA, fluxo sanguineo no antebraco; PA,
pressdo arterial; FC, frequéncia cardiaca; ANSM, atividade nervosa simpatica
muscular.

instrumentacdo, dava-se inicio a sequéncia experimental. O Protocolo Il com suas
respectivas sequéncias de administracdo das drogas esta esquematizado na Figura
2.

No Experimento | a infusdo de solucdo fisiolégica (NaCl a 0,9%; Baxter
Hospitalar LTDA; Sao Paulo/Brasil) a 0,5 ml/min foi realizada como condicao
controle (Dietz et al., 1997; Negréao et al., 2000). Antes do inicio do registro das
variaveis, foi realizada uma pré-infusdo (5 min.). Na sequéncia o registro foi feito no
periodo basal (3 min.) e durante o exercicio de handgrip a 30% da maxima
contracao voluntaria (3 min.), totalizando 11 minutos de infuséo.

No Experimento I o inibidor n&o-seletivo N®- monometil-L-arginina (L-NMMA)
(Clinalfa AG, Laufelfingen, Switzerland) foi administrado para o bloqueio local das

oxido nitrico sintases (4 mg/min.; 0,5 ml/min.) (Dietz et al., 1994; Dyke et al., 1995;
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Dietz at al., 1997; Joyner & Dietz, 1997; Joyner e Dietz, 2003). Se a diferenca na
resposta vasodilatadora reflexa entre o0s genoétipos fosse consequéncia de
alteracdes na biodisponibilidade do NO, a administracao intra-arterial do L-NMMA
iria abolir a diferenca entre os gendtipos GG e TT. Antes do inicio do registro das
variaveis, foi realizada uma pré-infusdo (5 min.) para saturacdo do antebraco. Na
sequéncia o registro foi feito no periodo basal (3 min.) e durante o exercicio de
handgrip a 30% da maxima contracdo voluntaria (3 min.), totalizando 11 minutos de
infuséo.

No Experimento Ill, em associagdo com o L-NMMA (4 mg/min.; 0,5 ml/min.), o
bloqueador seletivo fentolamina (Regitine®, Ciba Pharmaceutical Co., Summit, NJ,
USA) foi administrado para o bloqueio local dos receptores o-adrenérgicos pos-
sinapticos (100 ug/min.; 0,5 ml/min.) (Dietz at al., 1997; Joyner & Dietz, 1997; Joyner
e Dietz, 2003). Se a prejudicada resposta vasodilatadora reflexa observada no
gendtipo TT fosse consequéncia de uma atividade nervosa simpatica aumentada, o
duplo bloqueio iria abolir a diferenca entre os genadtipos. Antes do inicio do registro
das variaveis, foi realizada uma pré-infusado (5 min.) para saturacdo do antebraco.
Na sequéncia o registro foi feito no periodo basal (3 min.) e durante o exercicio de
handgrip a 30% da maxima contracdo voluntaria (3 min.), totalizando 11 minutos de
infuséo.

As drogas foram manipuladas em meio esterilizado e a diluicdo realizada
utilizando-se solucdo fisiologica (NaCl a 0,9%; Baxter Hospitalar LTDA; Sé&o

Paulo/Brasil).

Ensaios por Microarray

Os experimentos de “microarray” foram realizados utilizando a plataforma
Affymetrix (Genechip Human Gene 1.0 Array Kit) para a analise de expresséo de
28.869 genes de acordo com instru¢des do fabricante. Este sistema baseia-se na
preparacdo de moléculas de cRNA marcados com biotina através do método de
amplificagéo linear. A partir do RNA é realizado uma transcricdo reversa para
obtencdo de moléculas de cDNA. O cDNA sintetizado serve de molde para a reagédo
de transcricdo “in vitro” para a producdo de cRNA, ocorrendo uma amplificagcao
linear de aproximadamente 1000 — 5000 vezes a quantidade de RNA mensageiro

inicial. Em cada amostra inicial sdo adicionados RNAs mensageiros bacterianos que
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servem como controles da sintese de cDNA e da transcricdo in vitro. Além disto,
estes RNAs controles séao utilizados no monitoramento quantitativo e na estimativa
da sensibilidade da hibridizacdo uma vez que encontram-se representados nas
laminas utilizadas. Apos a hibridizacdo, as laminas séo lavadas para retirada das
moléculas ndo hibridizadas, e em seguida é realizada a marcacdo com o conjugado
Cy5 — streptavidina. Apos lavagem, as laminas sdo analisadas no Gene Pix Array
Scanner. A obtencdo dos dados refere-se a analise de imagem de cada lamina para
a extracdo dos valores de intensidade fluorescente em cada spot, 0s quais s&o
medidas indiretas da abundancia de transcritos de RNA dos genes representados
pelas sondas. Para a normatizacdo dos valores de expressédo génica foi utilizada
regressao ndo-paramétrica denominada LOWESS. Esta estabiliza a relacdo entre o
logaritmo da razdo de intensidades e a média do logaritmo das intensidades em
cada array. Na sequéncia, a significancia entre genes diferentemente expressos
entre os dois momentos que compreendem a estudo, pré- e pés-treinamento fisico
foi analisada utilizando-se da técnica de analise de variancia (ANOVA) para dados

de microarray.

Avaliacdo da Capacidade Funcional Cardiorrespiratoria

A avaliacdo da capacidade cardiorrespiratéria foi realizada no inicio e apos
18 semanas de treinamento fisico de predominancia aerdbia. Todos os voluntarios
foram submetidos a teste ergoespirométrico, com um protocolo de rampa, em esteira
ergométrica (Quinton Instruments Company, Seattle, Washington). O teste
ergoespirométrico foi precedido de um eletrocardiograma de repouso, com 0 registro
de doze derivacbes simultaneas, realizado em ambiente com ar condicionado e
temperatura controlada (21°C), pelo menos duas horas apdés uma refeicdo leve. A
avaliacao foi realizada em um sistema computadorizado (Sensor Medics, modelo
Vmax 229, Buena Vista, CA, USA), para medida direta do consumo de oxigénio
(VO,) pico, antes de iniciar o protocolo de treinamento e ao final deste periodo. Apos
posicionamento na esteira, 0os examinados sdo acoplados a uma valvula com
transdutor de volume, ao mesmo tempo em que é realizada preensao nasal por meio
de prendedor apropriado, para que 0S gases expirados sejam coletados
continuamente por intermédio da referida valvula. A ventilacédo (VE), fracdo expirada

de oxigénio (O,) e dioxido de carbono (CO,) sdo medidas a cada ciclo respiratorio
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através de sensores. A partir das andlises da VE e das concentracfes dos gases
expirados, sdo calculados o VO, e a producdo de didéxido de carbono. A
determinacdo do VO, pico foi feita considerando-se o VO, obtido no pico do
exercicio, quando o paciente se encontra em exaustao e ndo mais consegue manter

o0 ritmo da corrida imposto pela esteira.

Determinacdo do Limiar Anaer6bio e Ponto de Compensacéao
Respiratoéria

Além da determinacgdo da capacidade funcional maxima, sédo determinados o
limiar anaerébio (LA) e o ponto de compensacdo respiratoria (PCR) que séo
utilizados para a prescri¢cao individualizada da intensidade de treinamento fisico. O
LA é considerado no minuto em que o paciente apresentar os valores de equivalente
ventilatorio de oxigénio (VE/VO,) e pressao parcial de oxigénio no final da expiracao
(PetO,) mais baixos, antes destes valores iniciarem um aumento progressivo, além
do incremento nédo linear do valor de razao de troca respiratéria (RER). O PCR é
considerado no minuto em que o paciente apresentar os valores de equivalente
ventilatério de gas carbbnico (VE/VCO;) mais baixos, antes de iniciarem um
aumento progressivo, além dos valores de pressdo parcial de gas carbdnico no final
da expiracdo (PetCO,) mais altos, antes de comecarem a diminuir.>®> Todos foram
encorajados a realizar o exercicio progressivo maximo até que sintomas como
dispnéia, fadiga intensa ou dor muscular os tornarem inabeis para a continuacédo do
teste. O esfor¢co também foi interrompido na presenca de arritmias complexas ou
sinais de isquemia miocardica. O periodo de recuperacdo foi de quatro minutos,
numa velocidade de duas milhas por hora, com a esteira a zero grau de inclinacao.
A pressdao arterial e a frequéncia cardiaca foram monitoradas durante todo o teste
ergoespirométrico. A pressdo arterial foi aferida pelo método auscultatorio,
utilizando-se um esfigmomandmetro de coluna de mercurio. As afericbes foram
realizadas no repouso e a cada dois minutos de exercicio e no primeiro, segundo e
quarto minutos da recuperacéo. A frequéncia cardiaca foi continuamente monitorada
pelo sinal eletrocardiogréafico e registrada ao final de cada minuto do exercicio e

recuperacao.

Protocolo de Treinamento Fisico
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O treinamento fisico foi realizado em pista de atletismo no Centro de
Formacgédo de Soldados “Coronel Eduardo Assumpgao”, situado na Av. Dr. Felipe
Pinel, 2859 — Pirituba — S&do Paulo/SP. O periodo de treinamento fisico foi de 18
semanas (4,5 meses), com trés sessdes semanais de duracédo de 60 a 90 minutos.

Cada sessao de treinamento consistira em:

» Aguecimento: caminhada por cinco minutos;

= Alongamento: priorizando os membros inferiores, que sdo mantidos na
posicdo de alongamento por 15 segundos, com duracdo total de cinco
minutos;

= Exercicios de resisténcia muscular localizada: exercicios de carater
técnico/educativo para corrida, somados aos exercicios militares de rotina
como flexdo de tronco ou exercicio abdominal, flexdo de bracos e barra fixa,
com duracao de dez a 15 minutos;

» Corrida: de 60 minutos de corrida com frequéncia cardiaca correspondente a
zona alvo de treinamento fisico. O controle da intensidade de treinamento foi
individual e realizado com a utilizacéo de frequencimetro cardiaco;

= Alongamentos finais: priorizando os membros inferiores que sdo mantidos na
posicdo de alongamento por 20 segundos, com duragdo de cinco a dez

minutos;

O treinamento fisico de corrida foi aplicado em grupo, porém respeitando a faixa
intermediaria das frequéncias cardiacas correspondentes aos limiares ventilatérios
individuais, determinados por teste cardiopulmonar. Na Fase | (12 a 9% semana) o
treinamento fisico foi de carater progressivo em relacédo ao volume (tempo de corrida
para cada sessdo, em minutos). Cada sessdo foi iniciada com 30 minutos de
duracdo, progredindo até 60 minutos na oitava semana. (progressdo de
aproximadamente 10% a cada semana). Nesta fase, o treinamento fisico de corrida
foi conduzido numa intensidade correspondente ao Limiar Anaerdbio (LA) e
monitorado por frequéncia cardiaca (monitor cardiaco marca Polar, modelo Al). Na
Fase Il (92 a 102 ou 202. semana), o volume da corrida foi mantido em 60 minutos,
mas com uma progressdo da intensidade do treinamento fisico. Nesta fase a
frequéncia cardiaca de treinamento corresponde ao ponto de compensacéo

respiratorio (PCR). Nesta Fase Il, em uma ou duas sessfes de treinamento fisico
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realizado por semana, a frequéncia cardiaca pode ultrapassar a frequéncia cardiaca

correspondente ao PCR.

Analise Estatistica

Os dados estdo expressos como meédia + EPM. Para as caracteristicas
demograficas, parametros metabdlicos e mensuracdes basais de fluxo sangiineo no
antebraco, pressdo arterial média, condutancia vascular no antebraco e atividade
nervosa simpatica muscular, foi utilizado one-way ANOVA. Para as respostas ao
exercicio de handgrip, fluxo sanglineo no antebraco, pressao arterial média,
condutancia vascular no antebraco e atividade nervosa simpatica muscular, foi
utilizado two-way ANOVA. Quando foi encontrada interacdo utilizou-se o teste de
Scheffé’s post-hoc. Valores de probabilidade <0.05 foram considerados significantes.

Para os dados de microarray, ap0s a sumarizacdo e normalizacdo dos dados
por RMA (Robust Multchip Analysis), a diferengca de expressao foi detectada em
dChip (p valor menor ou igual a 0.05 e um fold change de 1.1 (10%)).
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RESULTADOS

Distribuicdo dos Alelos

As frequiéncias alélica e genotipica dos duzentos e oitenta e sete individuos
genotipados para o polimorfismo G894T do gene da eNOS estdo em equilibrio de
Hardy-Weinberg e sédo similares a distribuicdo verificada num estudo prévio realizado
com a populacao brasileira (Pereira et al. 2005). A freqiiéncia encontrada para os
alelos G e T foi de 71.3% e 28.7%, respectivamente. A frequéncia encontrada para
0s gendtipos GG, GT e TT foi de 51.2%, 40.1% e 8.7%, respectivamente.

Medidas Basais

Na Tabela 1 estdo representadas por gendtipo as caracteristicas
demograficas e metabdlicas dos trinta e trés individuos avaliados no estudo. Idade,
género, peso, altura e indice de massa corporal foram similares entre os individuos
codificados como GG, GT e TT. Da mesma maneira, glicemia, colesterol total, LDL-
colesterol, HDL-colesterol, VLDL-colesterol e triacilglicerol foram similares entre os
genotipos.

As variaveis hemodinamicas e neurovasculares basais estdo apresentadas na
Tabela 2. Entre os genoétipos GG, GT e TT nao houve diferenca nos valores de
frequéncia cardiaca, pressdo arterial média, fluxo sanguineo no antebraco e

condutancia vascular no antebraco.
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Tabela 1 — Variaveis demograficas e metabdlicas em 33 individuos codificados como

GG, GT e TT para o gene da eNOS.

GG GT TT p
15 9 9

Idade, anos 43 £3 41 +3 40+ 4 0.76
Sexo, M/F 3/12 3/6 3/6 0.71
Peso, kg 60.2+15 68.0+24 61.6 + 3.9 0.08
Altura, cm 162 £ 0.02 170 £0.03 161 £ 0.03 0.10
IMC, kg/m? 229+0.3 23.7+1.0 23.5+0.9 0.63
Tabagismo, n 0 0 0 0.88
Glicose, mg/dL 92+2 92+4 84+3 0.11
Colesterol Total, mg/dL 193 £ 10 177 £ 10 1937 0.48
LDL-colesterol, mg/dL 123 +8 121 +9 128 £+ 6 0.86
HDL-colesterol, mg/dL 50+ 3 41 +2 47 + 3 0.13
VLDL-colesterol, mg/dL 20+3 17 +3 17 +£3 0.67
Triacilglicerol, mg/dL 877 87 +£13 84 +£13 0.97

Valores apresentados como meédia £+ EPM. M, masculino; F, feminino; IMC, indice de
massa corporal. One-way ANOVA.

Tabela 2 - Valores basais e alteracdes absolutas da freqiéncia cardiaca, pressao
arterial média, fluxo sangliineo no antebraco e condutancia vascular no antebraco
durante o exercicio moderado de handgrip a 30% da maxima contracdo voluntaria
em 33 individuos codificados como GG, GT e TT para o gene da eNOS.

Variaveis hemodinamicas

Exercicio
Basal 1 min 2 min 3 min
GG 69+2 3+1* 6+1* 10+1*
FC, bpm GT 69+4 4+1 7+2 11+1
TT 63+3 4+1 8+2 12+1
GG 91+3 3+1 8+2% 15+2*
PAM, mmHg GT 94+2 1+1 8+2 12+2
TT 95+3 3+1 9+2 14+2
Variaveis neurovasculares
Exercicio
Basal 1 min 2 min 3 min
FSA, GG 1.81+0.09 0.32+0.06 0.54+0.07* 0.87+0.08*
mL.min*.100 GT 1.80+0.23 0.48+0.17 0.66+0.21* 0.89+0.24*
mL™* TT 1.79+0.17 0.02+0.02 0.14+0.057 0.31+0.127
CVA GG 2.03+0.12 0.29+0.09 0.41+0.10* 0.57+0.09*
unidad’es GT 1.90+0.24 0.46+0.16 0.52+0.20* 0.64+0.21°*
TT 1.89+0.17 -0.03+0.03 -0.02+0.08" 0.07+0.14"

FC= frequéncia cardiaca; PAM= pressao arterial média; FSA= fluxo sanguineo no
antebraco; CVA= condutancia vascular no antebraco. Valores apresentados como
média £ EPM. ¢ diferente do basal; 1 diferente dos gendtipos GG e GT; £ ambos os

27



genadtipos diferente do basal. Two-way ANOVA seguido de Scheffé’s post-hoc.
P<0.05

Respostas Hemodinamicas e Neurovasculares Durante o Exercicio

O comportamento das variaveis hemodindmicas e neurovasculares em
resposta ao exercicio estdo apresentados na Tabela 2. Durante o exercicio
isométrico, a frequéncia cardiaca aumentou progressivamente e de forma
significativa entre os genoétipos GG, GT e TT, ndo havendo diferenca entre eles. Este
mesmo resultado foi observado na pressdo arterial média. Durante o exercicio
isométrico, a pressdo arterial média aumentou progressivamente e de forma
semelhante entre os genotipos. As respostas reflexas de fluxo sanguineo no
antebraco e condutancia vascular no antebraco ao exercicio dos individuos com
gendtipo GG, GT e TT estdo representadas na Figura 3. Durante o exercicio
isométrico o fluxo sanguineo no antebraco contralateral aumentou progressivamente

e de forma significativa nos
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Figura 3 — Comportamento individual da resposta (variacdo absoluta) reflexa do fluxo
sanglineo no antebraco (FSA) e condutancia vascular no antebraco (CVA) ao
exercicio de handgrip a 30% da contracdo voluntaria maxima (CVM) em individuos
codificados com GG, GT e TT para o gene da eNOS. Observe que a resposta do
FSA e da CVA sdao significativamente menores no genétipo TT quando comparado
aos genotipos GG e GT. Comportamento individual da resposta (variagdo absoluta)
reflexa do fluxo sangiiineo no antebraco (FSA) e condutancia vascular no antebraco
(CVA) ao exercicio de handgrip a 30% da contracdo voluntaria maxima (CVM) em
individuos codificados com GG, GT e TT para o gene da eNOS. Observe que a
resposta do FSA e da CVA sao significativamente menores no gendétipo TT quando
comparado aos genotipos GG e GT. Two-way ANOVA seguido de Scheffé’s post-
hoc. P<0.05

gendtipos GG e GT. Em contraste, o fluxo sanguineo no antebraco aumentou
levemente nos individuos com genétipo TT. A comparacdo entre 0s genotipos
mostrou que o aumento no fluxo sanguineo no antebraco foi significativamente maior
no gendtipo GG e GT, quando comparado ao gendtipo TT. Valores similares aos de
fluxo sanguineo no antebragco foram encontrados quando a variavel analisada foi a
condutancia vascular no antebraco. Durante o exercicio isométrico o condutancia
vascular no antebraco contralateral aumentou progressivamente e de forma
significativa entre os gendtipos GG e GT sendo que este aumento ocorreu de forma

atenuada no genodtipo TT. A comparacéo entre 0s genotipos mostrou que o aumento
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na condutancia vascular no antebraco foi significativamente maior no genoétipo GG e

GT, quando comparado ao genotipo TT.

Medidas Basais com Infusdo de Drogas Vasoativas

Os valores basais de frequéncia cardiaca e pressao arterial média durante as
trés sequencias de infusdo estdo apresentados na Tabela 3 e os valores basais de
fluxo sanguineo no antebraco, condutancia vascular no antebraco e atividade
nervosa simpética muscular na Tabela 4. A infusdo de L-NMMA e L-NMMA +
fentolamina ndo alterou a frequéncia cardiaca, a pressao arterial média e a atividade
nervosa simpatica muscular nos dois genétipos estudados. Os valores basais de
fluxo sanguineo no antebraco ndo foram diferentes entre os genétipos GG e TT. A
infusdo de L-NMMA reduziu o fluxo sanguineo no antebraco, em média, 22% nos
individuos com gendétipo GG e 23% nos individuos com gendtipo TT (Tabela 4;
Figura 4). A infusdo do L-NMMA associado a fentolamina aumentou o fluxo
sanglineo no antebraco, em média, 51% nos individuos com genétipo GG e 38%
nos individuos com genétipo TT, quando comparado a infusdo de salina. Quando
comparado a infusdo de L-NMMA, a infusdo de L-NMMA associado a fentolamina
aumentou o fluxo sangilineo no antebraco, em média, 92% (p<0.05) nos individuos
com gendtipo GG e 80% (p<0.05) nos individuos com gendtipo TT (Figura 4).

Os valores basais de condutancia vascular no antebrago ndo foram diferentes

entre os gendtipos GG e TT nas trés sequencias. A infusdo de L-NMMA reduziu a
condutancia vascular no antebraco, em média, 23% nos individuos com genétipo
GG e 24% nos individuos com gendétipo TT. A infusdo do L-NMMA associado a
fentolamina aumentou a condutancia vascular no antebraco, em média, 44% nos
individuos com genotipo GG e 36% nos individuos com genétipo TT.
Quando comparado a infusdo de L-NMMA, a infusdo de L-NMMA associado a
fentolamina aumentou a condutancia vascular no antebraco, em média, 87% nos
individuos com genotipo GG (p<0.05) e 79% nos individuos com gendtipo TT (Figura
4).
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Tabela 3 - Valores basais e alteragBes absolutas da frequéncia cardiaca e da
pressédo arterial media durante o exercicio moderado de handgrip a 30% da maxima
contracdo voluntaria com infusdo de salina, L-NMMA e L-NMMA associado a
fentolamina em individuos codificados com GG (n=8) e TT (n=7) para o gene da
eNOS.

Frequéncia cardiaca, bpm

Exercicio
Basal 1 min 2 min 3 min
Salina GG 70+ 4 3+1% 62+ 4+1*
TT 73+3 6111 1015 7i3¢
GG 68+4 5+1 9+2 742
St TT 73+2 8+2 8+2 5+2
L-NMMA + GG 69 +5 9+2+ 13+4* 11+3%
fentolamina TT 73 +2 9+1 9+3 6+3
Presséo arterial media, mmHg
Exercicio
Basal 1 min 2 min 3 min
Salina GG 86 + 4 6+1% 10+2% 1142+
TT 85+6 8+3 1242 9+3
GG 87 +3 7+1% 14+2% 10+2%
SIS TT 87 +7 11+3 14+3 8+4
L-NMMA + GG 89 + 3 8+2+ 14+2% 10+2%
fentolamina TT 907 12+3 13+3 6+4

Valores apresentados como media + EPM. £ ambos os gendtipos diferente do basal.
Two-way ANOVA seguido de Scheffé’s post-hoc. P<0.05

Respostas Hemodinamicas e Neurovasculares Durante o Exercicio com

Infuséo de Drogas Vasoativas

Os valores das variaveis frequéncia cardiaca e pressao arterial média em resposta
ao exercicio estdo apresentados na Tabela 3 e os valores das variaveis fluxo
sanglineo no antebraco, condutancia vascular no antebraco e atividade nervosa
simpatica muscular em resposta ao exercicio na Tabela 4. A infusdo de salina, L-
NMMA e L-NMMA + fentolamina ndo alterou o comportamento da frequéncia
cardiaca, pressao arterial média e atividade nervosa simpatica muscular nos
genotipos GG e TT. Durante o exercicio isométrico, a frequéncia cardiaca aumentou
de forma significativa nos genotipos GG e TT, ndo havendo diferenca entre eles
(Figura 5). Este mesmo resultado foi observado na pressao arterial média. Durante o

exercicio isométrico, a pressao arterial média aumentou de forma significativa em
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ambos os gendtipos, sendo o comportamento semelhante entre eles (Figura 5). A
atividade nervosa simpética muscular aumentou de forma significativa durante o
exercicio isométrico nos genodtipos GG e TT, ndo havendo diferenca entre eles
(Figura 6).

GG * *
— 3.0 mm TT
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S 20
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29
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4.0 O Ge
s TT %
) g 3.0 T
e =
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e 1.0
2.0 .
Salina L-NMMA L-INMMA +
fentolamina

Figura 4 — Valores basais de fluxo sangtiineo no antebraco (FSA) e condutancia
vascular no antebraco (CVA) durante a infusdo de infusdo de salina, L-NMMA e L-
NMMA + fentolamina em individuos codificados com GG (n=8) e TT (n=7) para o
gene da eNOS. * vs. L-NMMA. One-way ANOVA. P<0.05.

Durante a infusédo de salina, o fluxo sangliineo no antebraco contralateral aumentou
progressivamente e de forma significativa no genétipo GG em resposta ao exercicio
isométrico. Em contraste, o fluxo sangliineo no antebraco aumentou levemente nos
individuos com gendtipo TT (Figura 7). A comparacao entre 0s gendétipos mostrou
que o aumento no fluxo sangiiineo no antebraco foi significativamente maior no
gendtipo GG quando comparado ao gendtipo TT. Estes dados reproduzem os
resultados previamente encontrados no Protocolo I. Durante a infusdo do L-NMMA,
o fluxo sanguineo no antebrago contralateral ndo se alterou no gendtipo TT em

resposta ao exercicio isométrico. No entanto, o fluxo sangiineo no antebrago
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contralateral foi significativamente reduzido no gendétipo GG (em média 68% - valor
de pico) para valores similares aos valores de fluxo sanglineo no antebraco do
gendtipo TT. Durante a infusdo do L-NMMA associado a fentolamina, o fluxo
sangliineo no antebraco contralateral aumentou simultaneamente em ambos o0s
genotipos estudados (Figura 7).

Tabela 4 - Valores basais e alteraces absolutas do fluxo sangiiineo no antebraco,
condutancia vascular no antebraco e atividade nervosa simpatica muscular durante
0 exercicio moderado de handgrip a 30% da méxima contracdo voluntaria com
infusdo de salina, L-NMMA e L-NMMA associado a fentolamina em individuos
codificados com GG (n=8) e TT (n=7) para o gene da eNOS.

Fluxo sangiiineo no antebraco, ml.min™*.100 mI*

Exercicio
Basal 1 min 2 min 3 min
Salina GG 1.48 £ 0.07 0.6510.11:r 0'8410'11; 0.8110.11:r
TT 1.77 £0.14 0.13+0.13 0.26+0.16 0.16+0.18
L-NMMA GG 1.16 + 0.04 0.18+0.08 0.23+0.09 0.26+0.08
TT 1.36 £ 0.13 0.12+0.08 0.16+0.11 0.08+0.12
L-NMMA + GG 2.23+0.42* 0.55+0.20% 1.03+0.24* 1.42+0.30%
fentolamina TT 2.44 £ 0.33* 0.35+0.20 0.78+0.28 0.80+0.13
Condutancia vascular no antebraco, unidades
Exercicio
Basal 1 min 2 min 3 min
salina GG 1.73+0.10 0.59+0.11* 0.71+0.11* 0.79+0.14*
TT 2.15+0.29 -0.07+0.23" -0.05+0.26"7 -0.05+0.20"
L-NMMA GG 1.34 £+ 0.06 0.08+0.09 0.04+0.09 0.14+0.09
TT 1.63+0.23 -0.07+20.16 -0.11+0.21 -0.09+0.18
L-NMMA + GG 2.50 + 0.42* 0.40+0.21* 0.67+0.19* 1.16+0.26%
fentolamina TT 2.92+0.64 -0.07+0.23 0.26+0.50 0.56%0.24
Atividade nervosa simpatica muscular, disparos/min.
Exercicio
Basal 1 min 2 min 3 min
. GG (n=4) 13+4 2+1 5+1* 8+2*
Salina _
TT (n=7) 18 +5 3+1 612 11+2
GG 16 + 4 3+2 6+2* 9+6*
Uil TT 18+ 4 4+2 7+3 1243
L-NMMA + GG 16 + 4 6+3 6+2* 14+5*
fentolamina TT 19+5 5+2 9+5 10+2

Valores apresentados como media + EPM. * vs. infusdo de L-NMMA; ¢ diferente do
basal; T diferente do gendtipo GG; £ ambos os gendtipos diferente do basal. Two-
way ANOVA seguido de Scheffé’s post-hoc. P<0.05.
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Figura 5 — Comportamento (variacdo absoluta) da frequéncia cardiaca (FC) e da
pressdo arterial média (PAM) em resposta ao exercicio de handgrip a 30% da
contracdo voluntaria maxima (CVM) com infusdo de salina, L-NMMA e L-NMMA
associado a fentolamina em individuos codificados com GG (n=8) e TT (n=7) para o

gene da eNOS.

Valores similares aos de fluxo sanguineo no antebrago foram encontrados quando a
variavel analisada foi a condutancia vascular no antebraco. Durante a infusdo de
salina, a condutancia vascular no antebraco contralateral aumentou
progressivamente e de forma significativa no genétipo GG em resposta ao exercicio
isométrico. Em contraste, a condutancia vascular no antebraco aumentou levemente
nos individuos com genétipo TT (Figura 7). A comparacdo entre 0S genotipos
mostrou que o aumento na condutancia vascular no antebrago foi significativamente
maior no gendtipo GG quando comparado ao gendtipo TT. Durante a infusdo do L-
NMMA, a condutancia vascular no antebraco contralateral ndo se alterou no
gendtipo TT em resposta ao exercicio isométrico. No entanto, a condutancia
vascular no antebraco contralateral foi significativamente reduzida no genétipo GG
(em meédia 82% - valor de pico) para valores similares aos valores de condutancia
vascular no antebraco do genotipo TT. Durante a infusdo do L-NMMA associado a
fentolamina, a CVA contralateral aumentou simultaneamente em ambos o0s

genatipos estudados, ndo havendo diferenca entre eles (Figura 7). As respostas de
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atividade nervosa simpatica muscular foram semelhantes entre os dois gendtipos
estudados, tanto com a infusdo de L-NMMA quanto com a infuséo do L-NMMA

associado a fentolamina (Figura 6).
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Figura 6 — Comportamento (variacdo absoluta) da atividade nervosa simpética
muscular (ANSM) em resposta ao exercicio de handgrip a 30% da contracdo
voluntaria maxima (CVM) com infusdo de salina, L-NMMA e L-NMMA associado a
fentolamina em individuos codificados com GG e TT para o gene da eNOS. £ ambos
0s gendtipos diferente do basal. Two-way ANOVA seguido de Scheffé’s post-hoc.
P<0.05.
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Figura 7 — Comportamento (variacdo absoluta) do fluxo sangiiineo no antebraco
(FSA) e condutancia vascular no antebraco (CVA) em resposta ao exercicio de
handgrip a 30% da contracdo voluntaria maxima (CVM) com infusdo de salina, L-
NMMA e L-NMMA associado a fentolamina em individuos codificados com GG (n=8)
e TT (n=7) para o gene da eNOS. ¢ diferente do basal; T diferente do gendtipo GG; £
ambos os genotipos diferente do basal. Two-way ANOVA seguido de Scheffé’s post-
hoc. P<0.05.

Transcriptoma Responsivo ao Treinamento Fisico

O transcriptoma responsivo ao treinamento fisico esta representado na Figura
8. Dentre os 28.869 transcritos analisados e representativos do genoma completo,
2445 mostraram-se diferentemente expressos (p<0.05) em resposta ao treinamento
fisico (dados ndo mostrados). Destes, 121 apresentaram alteracdo de 10% ou mais
(fold change 1.1), dos quais 62 sofreram downregulation e 59 upregulation. Quando
este painel de 121 transcritos é visualizado por cluster hierarquico para transcritos e
individuos (Figura 8), observe que: 1) os transcritos que sofreram downregulation
(vermelho para verde) ficaram dispostos na parte inferior no heatmap, enquanto
aqueles que sofreram upregulation (verde para vermelho) ficaram dispostos na parte

superior do heatmap; 2) os individuos no pré- treinamento ficaram dispostos do lado
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direito do heatmap enquanto que no pés-treinamento, os mesmos ficaram dispostos
no lado esquerdo no heatmap. Interessantemente, os individuos “a” e “b” nao
mostraram alteracfes expressivas de expressao génica no pos-treinamento, fato
este passivel de observacéo por suas permanéncias dentro do cluster representativo
do pré-treinamento.

OBS. Como consequéncia do alto volume de anotagbes gerados para cada um
dos genes identificados, a partir do software de analise, estes dados sé&o
comumente apresentados em material suplementar. A disponibilizacdo destes
dados neste projeto com péginas limitadas ultrapassaria o limite permitido. As

informacdes sobre as anotagdes na integra podem ser solicitadas.
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Figura 8 — Heatmap representativo de transcritos diferentemente expressos (p<0.05;
Fold change 1.1). As letras de “a” a “m” representam os 13 individuos no pré- “1” e
no pés-treinamento “2”. Dos 121 transcritos representados (numeros (ID) dispostos
do lado direito do painel), 62 sofreram downregulation (vermelho para verde) e 59
upregulation (verde para vermelho).
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DISCUSSAO

O primeiro e relevante resultado do presente estudo € que o polimorfismo
G894T do gene da eNOS esta funcionalmente associado a uma diminuida
vasodilatacdo muscular reflexa durante o exercicio isométrico de handgrip. No
entanto, esta diminuida resposta vasodilatadora reflexa s6 foi observada na
presenca dos dois alelos mutantes (TT), uma vez que a resposta vasodilatadora
reflexa no gendtipo GT mostrou-se semelhante a observada no genétipo GG. No
gendtipo heterozigoto (GT), a presenca do alelo G894 parece ser suficiente para
compensar a possivel deficiéncia do alelo T894, sugerindo um aumento da
transcricdo do gene e/ou um aumento da atividade enzimatica da eNOS. Além disso,
0os presentes resultados fornecem suficientes evidéncias de que a prejudicada
vasodilatacdo muscular reflexa induzida pelo exercicio ndo pode ser atribuida a
diferengas no trafego simpético vasoconstritor, uma vez que a atividade nervosa
simpatica muscular foi semelhante entre os gendétipos. Finalmente, os resultados
sugerem que a diminuida vasodilatacdo muscular reflexa observada no genoétipo TT
€ mediada por uma reducdo na biodisponibilidade de NO, podendo afetar a
variabilidade fenotipica do sistema musculo esquelético em atletas.

Estudos prévios tém demonstrado o envolvimento do NO na modulacao de
inumeros fendtipos cardiovasculares e o alelo T894 do gene da eNOS tem sido
associado ao desenvolvimento de hipertensdo arterial (Miyamoto et al., 1998;
Lacolley et al., 1998), infarto agudo do miocardio (Hibi et al., 1998), espasmo
coronario induzido por acetilcolina (Yoshimura et al., 1998), disfuncdo vasomotora
coronariana (Naber et al., 2001), reduzida geracdo de vasos colaterais na ocluséo
coronariana crénica (Lamblin et al., 2005) e reestenose pdés-stent coronario (Suzuki
et al., 2002). Os resultados do presente estudo estendem o conhecimento para o
fato de que o alelo T894 em homozigose altera a funcdo endotelial durante
manobras fisiolégicas em individuos saudaveis. Esta observacdo sugere que
portadores do gendtipo TT podem apresentar maior susceptibilidade a patologias
cardiovasculares uma vez que uma resposta vasodilatadora reflexa diminuida ao
exercicio pode caracterizar uma disfuncdo endotelial. Em adicdo, a menor
biodisponibilidade do NO pode aumentar a susceptibilidade a lesdo no esporte e
dificultar a recuperacdo poés lesdo, uma vez que o NO esta comprovadamente

envolvido na regulacdo da geracdo de forca muscular e na recuperacao de lesdes
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do musculo esquelético. Foi verificado aumento de 30% na producgdo basal de NO
apos lesdo causada por consecutivas contracfes excéntricas (Radak et al., 1999),
porém esta biodisponibilidade aumentada pode estar reduzida em portadores do
gendtipo TT, resultando em alteracbes no tempo de recuperacdo e também no
reparo da regido lesada.

Em condi¢cbes basais e durante manobras fisiologicas, incluindo o exercicio
fisico, a reatividade vascular obedece ao comando antagbnico das forcas
vasodilatadoras e vasoconstritoras. Embora este fendtipo obedeca ao controle de
multiplas vias de sinalizagdo, parte da resposta vascular € mediada pela producéo
endotelial do NO e parte mediada pelo tono simpatico vasoconstritor (Joyner & Dietz,
1997; Santos et al., 2005). Na condic&o de repouso, o NO participa da modulacéo do
tbnus vascular basal e o fluxo sanguineo parece nao ser afetado pela variante
G894T do gene da eNOS. A infuséo intra-arterial de L-NMMA reduziu o fluxo
sanguineo no antebraco, em média, 22% e essa reducdo foi semelhante entre os
gendtipos GG e TT. A infusdo do L-NMMA associado a fentolamina, quando
comparado a infusdo do L-NMMA isoladamente, aumentou o fluxo sanguineo no
antebraco, em média, 86% e também de forma semelhante entre os gendtipos.
Estes resultados evidenciam que a restricdo vasodilatadora mediada pelo tono
vasoconstritor simpatico é significativamente maior do que a vasodilatacdo NO-
dependente na regulacdo do tdnus vascular basal. Estudos prévios demonstraram
que durante manobras fisiolégicas a vasodilatagcdo muscular € mediada, pelo menos
em parte, pelo aumento da producdo do NO (Dyetz et al., 1997). Neste estudo, a
resposta vasodilatadora reflexa diminuida ao exercicio, observada no genétipo TT,
nado foi alterada com a infusdo do L-NMMA. Em contraste, a infusdo do L-NMMA
aboliu a resposta vasodilatadora reflexa no genétipo GG para valores similares aos
observados no genétipo TT, 0 que sugere que a resposta vasodilatadora muscular
diminuida no gendtipo TT € decorrente de uma menor biodisponibilidade de NO.
Parece improvavel que a vasodilatacdo muscular reflexa alterada no genoétipo TT
seja explicada por uma hiperatividade nervosa simpatica. A mensuracdo da
descarga eferente simpatica, avaliada de forma direta pela técnica de
microneurografia, mostrou que os niveis de atividade nervosa simpética muscular
nao sao diferentes entre os gendtipos. A noradrenalina liberada na fenda sinaptica
atua sobre os receptores alfa-adrenérgicos, mediadores da contragdo do musculo

liso vascular. Dietz et al. (1997) e Eklund & Kaijser (1976) demonstraram que a
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administracdo intra-arterial de antagonistas [J-adrenérgicos elimina virtualmente a
vasoconstricdo em leito muscular. Portanto, poderia ser questionado o fato de que,
embora a atividade nervosa simpatica muscular tenha mostrado ser semelhante
entre 0s genotipos, uma alteracdo na expressdo do gene do receptor alfa-
adrenérgico e/ou alteragbes pos-transcricionais do mesmo poderia estar envolvidas
na modulacdo das diferentes respostas entre os genétipos. Para excluir esta
possibilidade, foi adotada a estratégia de duplo bloqueio, ou seja, a infusdo do L-
NMMA associado a fentolamina. Este procedimento provocou aumento semelhante
na resposta vasodilatadora reflexa em ambos o0s genétipos. Assim, esses resultados
reforcam a ideia de que a reduzida vasodilatacdo reflexa observada no genétipo TT
€ consequéncia de uma reducdo na biodisponibilidade do NO, mas ndo de uma
atividade nervosa simpatica aumentada.

A regulacdo da reatividade vascular obedece ao comando de multiplas
moléculas e estas, por sua vez, estdo na dependéncia do controle de seus
respectivos genes. A estimulacdo dos receptores Bz-adrenérgicos do vaso induz o
relaxamento do musculo liso vascular. Majmudar et al. (1999) demonstraram em
humanos que parte desta vasodilatacdo é mediada pelo NO, uma vez que a
administragado do L-NMMA reduziu, em 25% a vasodilatagédo induzida por ritodrine.
Em adicdo, variantes genéticas na via B-adrenérgica poderiam explicar parte da
variabilidade encontrada no fenotipo de vasodilatacdo. Trombetta et al. (2003)
verificaram que mulheres obesas e portadoras dos dois alelos Gly**/Glu*’ para o
receptor B.-adrenérgico, apresentavam vasodilatacdo muscular reflexa aumentada
em resposta ao exercicio. Estes resultados poderiam explicar, pelo menos em parte,
a variabilidade na vasodilatacdo muscular reflexa quando os individuos séo
comparados dentro de cada gendtipo (Figura 3). Esta variabilidade interindividual é
passivel de observacdo em fendétipos controlados por maltiplos genes, um fendmeno
caracterizado como interagdo gene-gene.

O segundo relevante resultado do presente estudo é que leucocitos, como
sensores biolégicos do ambiente sistémico, apresentam um transcriptoma
responsivo a ciclos de contracdo e relaxamento do musculo esquelético, com uma
“assinatura molecular” composta de 121 genes diferentemente expressos (p<0.05;
fold change 1.1). A andlise por cluster hierarquico permitiu verificar a existéncia de
uma semelhanca na expressdo de um grupo de transcritos, entre individuos

caracterizados como sedentarios. Subsequentemente verificou-se, para este mesmo
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grupo de transcritos, alteracbes semelhantes entre os individuos em resposta ao
estimulo do treinamento fisico. Interessantemente, embora tenha sido caracterizado
um padrdo na alteracdo de expressdo destes transcritos numa amostra bastante
homogénea (recrutas da Policia Militar sob um mesmo regime de treinamento e
estilo de vida), € evidente a variabilidade na resposta deste transcriptoma entre
individuos. Este fato é caracterizado a partir da observacdo do comportamento do
padrao transcricional dos individuos “a” e “b” que, diferentemente, ndo mostraram
alteracdes expressivas de expressdo génica no pos-treinamento, fato este passivel
de observacdo por suas permanéncias dentro do cluster representativo do pré-
treinamento. Estas diferencas de responsividade do transcriptoma a ciclos de
contracdo e relaxamento do musculo esquelético sdo explicadas, pelo menos em
parte, por variantes genéticas nestes 121 novos marcadores identificados. Estes
novos marcadores identificados caracterizam-se, por sua vez, como potenciais

preditores da susceptibilidade a lesdes e da responsividade a terapéutica adotada.

Potenciais Limitacdes

Embora os resultados alcancados permitam apontar a biodisponibilidade
reduzida do NO como a causa da reducdo na vasodilatacdo muscular reflexa
observada no genotipo TT, apenas especulacdes podem ser feitas com relagdo as
possiveis formas de modulagdo do fendétipo pelo polimorfismo G894T do gene da
eNOS. Até o momento, 0s potenciais mecanismos moleculares envolvidos na
disfuncdo da enzima eNOS nado sao totalmente compreendidos. Variantes na
sequéncia de bases do DNA podem afetar desde o processo de transcricdo de um
gene, até regulacdes poés-transcricionais e atividade enzimatica. Hingorani (2001)
sugere que alteragcdes na sequencia de bases na regido promotora do gene
afetariam a expressdo do mesmo, enquanto alteragcbes em regides exdnicas
estariam envolvidas na modulagdo da atividade biologica da proteina. O RNAmM
transcrito pelo alelo T894 é traduzido numa sequencia polipeptidica com o
aminoacido aspartato na posicdo 298, uma vez que o alelo G894 gera uma
sequéncia polipeptidica com o aminoacido glutamato nesta posicdo. Embora a
substituicdo seja conservativa, o residuo 298 esta localizado externamente no

dominio oxidativo da enzima, local onde se encontram os sitios de ligacdo da L-
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arginina e do co-fator tetrahidrobiopterina (BH,4). Estudos utilizando-se de proteina
recombinante revelaram ndo haver diferenca na atividade enzimética das duas
formas protéicas (Hingorani, 2001). Embora a substituicdo do glutamato pelo
aspartato no residuo 298 da enzima pareca ndo afetar a atividade enzimética in
vitro, Tesauro et al. (2000) demonstraram que o residuo Asp298 € mais susceptivel
a clivagem proteolitica, precisamente na posicdo Asp?*®-Pro®®. Posteriormente,
Fairchild et al. (2001) verificaram que o resultado do estudo anterior era um artefato
dos métodos de preparacdo do experimento. Mesmo sob a luz de tais contradicdes,
nao pode ser descartada a hipotese de que, in vivo, um desconhecido mecanismo
de clivagem proteolitica ou um mecanismo de regulacdo pos-transcricional esteja
sendo modulado pelo residuo Asp298. A reduzida biodisponibilidade do NO ainda
pode ser resultante de um locus funcional em algum outro local do gene ou em sua
vizinhanca, que esteja em desequilibrio de ligacdo com o polimorfismo G894T.
Mesmo este polimorfismo ndo sendo a causa direta do fenétipo caracterizado, isso
nao exclui a possibilidade de que tal variante genética seja utilizada como um
marcador de um locus funcional.

Estudos de associacdo em genética nao sao de faceis interpretagdes, ja que
um Unico gene exerce apenas uma pequena ou moderada modulacdo num
determinado fendtipo. Embora este raciocinio seja particularmente verdadeiro no
caso da reatividade vascular, um fendétipo modulado por um conjunto de genes, 0s
resultados do presente estudo sao consistentes com o fato de que a
biodisponibilidade do NO estad fundamentalmente envolvida na regulacdo do fluxo
sanguineo muscular no gendtipo GG. A vasodilatacdo muscular reflexa foi abolida
em resposta ao exercicio isométrico de handgrip quando o L-NMMA foi administrado
na artéria braquial. Esta evidéncia sugere uma alta funcionalidade do gene da eNOS
na modulacdo da responsividade vascular no genétipo GG durante manobras
fisiologicas. Por outro lado, a reduzida biodisponibilidade do NO parece explicar,
pelo menos em parte, a prejudicada vasodilatacdo muscular reflexa no gendétipo TT,
uma vez a administracdo de L-NMMA n&o alterou a reatividade vascular neste
grupo. Em adicdo, a atividade nervosa simpatica muscular esta envolvida na
regulacédo da presséao arterial e na perfuséo tecidual, tanto em situacdes de repouso
guanto durante manobras fisioldgicas. Nesse caso, poderia se especular que o
menor aumento do fluxo sanguineo no antebraco observado no gendtipo TT seria

consequéncia de uma menor pressao de perfusdo. Isso parece improvavel, uma vez
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gue o aumento na pressao arterial mediada pelo exercicio isométrico de handgrip foi
similar entre os gendtipos GG e TT. Estes resultados sustentam a hipétese de que o
aumento do fluxo sanguineo no antebraco € mediado por vasodilatacédo local e ndo
por aumento da pressao de perfusdo. Além disso, a condutancia vascular no
antebraco leva em consideracao os valores de fluxo sanguineo e de presséo arterial
média, evitando quaisquer confusdes decorrentes de diferencas de pressdo de
perfusdo entre os gendtipos. Por outro lado, € pouco provavel que o reduzido fluxo
sangiineo observado no gendtipo TT seja consequéncia de um débito cardiaco
diminuido. Embora o volume de ejecdo sistdlica ndo tenha sido analisado, a
frequéncia cardiaca basal e 0 seu aumento durante o exercicio foi semelhante entre

0S genotipos.

CONCLUSAO

O presente estudo monstrou que o polimorfismo G894T do gene da eNOS
estd funcionalmente envolvido na variabilidade vasodilatadora muscular reflexa
induzida pelo exercicio e que a presenca dos dois alelos T894 parece reduzir a
biodisponibilidade do NO. Estes resultados sugerem que a carga genética pode
influenciar, sobremaneira, a funcéo vascular e musculo esquelética e que a variante
G894T do gene da eNOS pode ser uma candidata utilizada no rastreamento de
maior susceptibilidade a doencgas cardiovasculares e também no rastreamento de
atletas com diferentes susceptibilidades ao desenvolvimento de lesGes e
responsividade a terapéutica adotada. Durante o exercicio fisico, parte da
aumentada demanda energética muscular é sustentada por um incremento no débito
cardiaco e na vasodilatacdo local. Neste caso, seria possivel suspeitar que a
capacidade aerobia dos individuos portadores do genétipo TT fosse menor que a
dos individuos com pelo menos um alelo G894. Como a geracéo de forca muscular
€ em parte regulada negativamente pelo NO, a menor biodisponibilidade deste
poderia resultar em geracdo de forca acima do suportado pelas estruturas musculo
esquelética e tendineas, aumentando a possibilidade da ocorréncia de lesbes. Em
adicdo, menor biodisponibilidade do NO viria afetar sobremaneira a recuperacéo do
tecido lesado, uma vez que a ativacdo, proliferacdo e diferenciagdo das células
satélites € mediada em parte por este radical livre. Este racional €, principalmente,

aplicavel para o contexto do esporte de alto rendimento. Embora tenhamos investido
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na caracterizacado da funcionalidade de um anico gene em um fendétipo modulado
por um conjunto deles, nossos resultados demonstraram pela primeira vez que, 0
NO isoladamente, € o responsavel por ~90% da vasodilatacdo muscular em
resposta a ativacdo simpatica reflexa induzida pelo exercicio. Mesmo assim, iSso
ndo significa que em outros fendtipos o0 mesmo NO possa exercer tdo expressiva
influéncia, como é o caso das lesées em musculo esquelético. Na tentativa de
compreender como genes interagem entre si e com os fatores ambientais, utilizamos
uma plataforma exploratoria, livre de hipdteses. Identificamos, a partir da analise
completa do genoma humano, 121 novos marcadores geneéticos, caracterizando
novos e potenciais alvos para serem rastreados na tentativa de identificagdo de
variantes genéticas que, eventualmente, possam explicar pelo menos em parte a
diferente susceptibilidade de atletas a lesdes musculares, além de suas diferentes
responsividades a terapéutica. Esta estudo se constitui no primeiro a caracterizar
uma “assinatura molecular’ do treinamento fisico numa populagdo extremamente
bem controlada, servindo como base para uma possivel adocdo de terapias

individualizadas para o esporte de alto rendimento.
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