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APRESENTACAC



Copa 2014 e Jogos Olimpicos 2016: enquanto as noticias e as conversas de rua concentram-se na
infraestrutura € nos prazos de entrega, a equipe do Prémio Jovem Cientista foi aos centros
de pesquisa e as escolas de ensino médio para estimular a discussao da Inovacéo Tecnologica
nos Esportes.

Professores, estudantes e pesquisadores trabalharam as muitas facetas deste grande tema durante
2012, ampliando a pauta atual com ciéncia, conhecimento, ideias e solucdes. Atingiram, com seu
empenho, o principal propdsito da parceria entre 0 Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico
e Tecnoldgico (CNPq), a Fundacao Roberto Marinho, a Gerdau e a GE: despertar e reconhecer o
interesse de jovens cientistas em enfrentar velhos desafios com novas respostas, sem deixar de lado
a resolucéo de questdes inéditas com critério, método e pesquisa.

Dentre as questdes que funcionaram como base para o XXVI Prémio Jovem Cientista estao, como
esses grandes eventos ajudaréo o Pais a desenvolver novas metodologias, tecnologias e produtos
capazes de formar melhor, treinar melhor ou cuidar melhor dos atletas olimpicos ou paralimpicos? O
cidadéo, a pessoa com deficiéncia, as criancas, os sedentarios e 0s idosos estarao mais motivados
a praticar atividades fisicas? E saberao como fazé-lo de maneira saudavel, segura e criativa?
Entenderemos com mais profundidade o impacto dos grandes eventos esportivos sobre as cidades,
a economia ou 0 meio ambiente? O esporte pode ajudar a imprimir um espirito mais colaborativo e
tolerante em nossa sociedade? Essas indagacdes mobilizaram pesquisadores e estudantes de todo
o Pais, resultando em 2.070 projetos inscritos, dos quais 197 sé&o de pesquisadores graduados; 105
de estudantes do ensino superior e 1.768 de estudantes do ensino médio.

As comissdes julgadoras, formadas por profissionais reconhecidos por sua producao cientifica no
tema desta edicéo, selecionaram os trés melhores trabalhos nas categorias jovemn pesquisador
Graduado, Estudante do Ensino Superior e Estudante do Ensino Medio. Os prémios contemplam
tanto os orientandos como seus orientadores e ainda incluem bolsas de estudos do CNPg como
incentivo aos jovens que desejam prosseguir na carreira de pesquisa.

Trés outras premiacdes celebram o carater colaborativo da aprendizagem: duas por Mérito Institucional
— Ensino Superior e Ensino Médio —, que s&o atribuidas as instituicbes com maior numero de trabalhos
com mérito cientifico inscritos nesta edicdo, e uma Mencao Honrosa, homenagem a obra de um
doutor, cuja trajetoria profissional tenha se destacado na formacao de novos pesquisadores.

Os prémios sao entregues pela Presidente da Republica. A cerimdnia, em Brasilia, reline autoridades
e grandes nomes da ciéncia e da tecnologia do Brasil. E uma oportunidade impar para se refletir
sobre o impacto do esporte na promogao do bem-estar, tanto dos esportistas de alto desempenho
quanto dos amadores, e como instrumento social, para se criar cultura e fortalecer a cidadania.
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INTRODUCAO
Genoma, Misculo Esquelético e Oxido Nitrico

Estudos em gendmica funcional vém sendo aplicados ao esporte de alto
rendimento, umavez que acompreensao darelacao existente entre genoma,
transcriptoma e proteoma viria revolucionar o tratamento do sistema
musculo esquelético (ME), por oferecer maior precisao no diagnostico e
na conduta terapéutica. No momento da elaboracdo do racional desta
nossa investigacao, os poucos estudos com fenotipos ME demonstravam
que a susceptibilidade a lesbes e a responsividade a terapéutica adotada
podem variar expressivamente entre individuos, como consequéncia de
variantes genéticas especificas (RADAK et al., 2012). No entanto, esses
estudos de associacdo em genética sdo comumente questionados, uma
vez que: 1) uma variante genética pode nao ser a causa direta do fenétipo
avaliado; 2) o mecanismo molecular pelo qual o fendtipo foi alterado néo
€ demonstrado e; 3) um uUnico gene pode ter de pequena a moderada
influéncia em um fendtipo poligénico. Conscientes dessa dificuldade,
porém incentivados pela possibilidade de expressiva contribuicdo num
contexto pouco explorado, identificamos na literatura uma molécula com
influéncia no reparo do ME. Encontra-se bem documentada a funcéo
do o6xido nitrico (NO) na regulacao da forgca, bem como na ativacdo das
células satélites e, consequentemente, na recuperacao de lesées do ME
(RADAK et al., 2012). Em repouso, ha biodisponibilidade de NO no ME,
0 que aumenta durante o exercicio fisico, como consequéncia parcial do
shear stress (JOYNER e DIETZ, 1997). Foi verificado ainda NO aumentado
em 30% apds lesdo causada por consecutivas contragcdes excéntricas
(RADAK et al., 1999). Em adicado, o NO parece mediar a sensac¢ao de dor
no ME apds lesdo (RADAK et al., 2012).

Hipoteticamente, se as diferencas de susceptibilidade a lesdes e posterior
reparo do ME em atletas poderia sofrer influéncia de variagbes na
biodisponibilidade do NO, este fato era desconhecido até a obtencao dos
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nossos resultados. Identificamos em 8% de uma populagcdo voluntaria
genotipada a presenca em homozigose da variante G894T (rs1799983) do
gene da isoforma endotelial da sintase de NO (eNOS). Essa variante resulta
na substituicdo do aminoacido Glu por Asp na posicao 298 da enzima
eNOS. Sugestivamente, o fato de essa substituicdo acontecer no dominio
oxidativo da eNOS poderia afetar sua atividade enzimatica ou, quem sabe,
torna-la mais susceptivel a clivagem proteolitica. No entanto, estudos que
utilizaram proteina recombinante revelaram nao haver diferenca 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 posicdo Asp298-Pro299. Posteriormente,
Fairchild et al. (2001) verificaram que o resultado do estudo anterior era
um artefato dos métodos de preparacao do experimento. Mesmo assim,
nao pode ser descartada a hipotese de que, in vivo, um desconhecido
mecanismo de clivagem proteolitica ou um mecanismo de regulacao pds-
transcricional esteja sendo modulado pelo residuo Asp298.

No sentido de comprovar a hipdtese de que tal variante genética poderia
ser funcional, elaboramos um racional representativo a unica possibilidade,
até o momento, de ser testada in vivo. Joyner e Dietz, (1997) demonstraram
que parte da vasodilatacdo muscular durante o exercicio € mediada por
aumento na biodisponibilidade do NO. Baseado nesse 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 conducgao 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 comprovacao de que a 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 relacao
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“adaptacoes fisioldgicas e treinamento fisico”. As interacdes gene-gene e
genes-ambiente sdo passiveis de serem analisadas a partir de plataformas
exploratérias com possibilidade de visualizagdo do genoma completo
(genome-wide analysis). A investigacdo do transcriptoma responsivo ao
treinamento fisico por arrays de expressao 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 musculo esquelético em resposta ao
estresse mecanico do exercicio fisico; informacdes essas com aplicacao
direta ao esporte de alto rendimento.

Oxido Nitrico e Sistema Cardiovascular

O NO, um intermediario gasoso atuante na sinalizagdo de multiplos
processos biolégicos, € 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 e HARRISON,
1999). Considerado um gas labil com livre difusdo nas membranas celulares,
tal caracteristica confere a esta molécula uma alta atividade bioldgica
(PALMER et al.,, 1987). O entendimento da complexidade da funcao
endotelial e a dificuldade de se estudar cada um de seus componentes
isoladamente vém sendo aos poucos superados. Dentro deste contexto,
foram desenvolvidos modelos animais capazes de reproduzir um estado
fisioldgico alterado, possibilitando, por exemplo, o funcionamento do
sistema em condicdes de baixa ou aumentada biodisponibilidade de NO.
Além disso, estudos in vivo em humanos, através da infusao intra-arterial
de compostos com potencial de modular a funcao endotélio-dependente
ou endotélio-independente, possibilitaram a investigagao dos mecanismos
moduladores da func¢do vascular, em condi¢cdes normais e patologicas.

Substrato, Sintases de Oxido Nitrico e Atividade Enzimatica

Caracterizado como “aminoacido metabolicamente versatil” pelo
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reconhecimento de suas multiplas funcdes, a L-arginina é ainda o substrato
necessario para a sintese do NO. A disponibilidade desse substrato no
interior das células do endotélio vascular é dependente, pelo menos em
parte, de sua concentracido extracelular e da sua captacéo para o interior
das cavéolas, onde a enzima 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) exerce
sua funcdo. Baseado na localizacdo da isoforma 1 dos transportadores
de aminoacidos catidnicos (CAT-1; gene SLC7A1) nas cavéolas, tal
transportador é o principal responsavel pelo suprimento de L-arginina
para a eNOS e consequente catalise do 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 e RABELINK, 2001). Essas isoformas exibem caracteristicas
distintas que refletem suas fungdes especificas in vivo (STUEHR, 1997).
A O6xido nitrico sintase endotelial (eNOS ou NOS Illl; 7935-36) e a 6xido
nitrico sintase neuronal (hNNOS ou NOS |; 12924.2) possuem mecanismo
de ativacado constitutivo (cNOS). A isoforma induzida (iNOS ou NOS II;
17cen-q12) encontra-se expressa em processos celulares anormais, como
na insuficiéncia cardiaca (FERREIRO et al., 2004), induzidas por citoquinas
e agentes inflamatérios, o que resulta em alto fluxo de NO (ANDREW e
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 ligacdo para o ferro heme, para o cofator tetrahidrobiopterina
(BH4) e para a L-arginina (ANDREW e MAYER, 1999; WANG e WANG,
2000). A reacao de catalise das NOS constitutivas envolve dois estagios de
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oxidagao: a hidroxilagdo da L-arginina em NG-hidroxi-L-arginina, seguida
da oxidacao desse intermediario, com utilizacdo de um elétron da NADPH,
formando L-citrulina e NO (ALBRECHT et al., 2003). Essa reacdo consome
1.5 mol de NADPH e 2 mol de oxigénio por mol de L-citrulina formada
(GRIFFITH e STUEHR, 1995). Cofatores como ferro heme, BH4 e L-arginina
tém sido particularmente estudados, e a baixa biodisponibilidade desses
induz ao fendbmeno de desacoplamento da eNOS (HARRISON, 1997;
VASQUEZ-VIVAR et al., 1998). O ferro heme é essencial para a dimerizagao
das trés isoformas (KLATT et al., 1996); baixas concentracdes ou auséncia
de L-arginina catalisam a reducdo do oxigénio em superoxido (0O2.-)
(MAYER et al., 1991; HEINZEL et al., 1992) e niveis diminuidos de BH4
levam a producao simultédnea de NO e O2.-, produtos que reagem entre
si formando peroxinitrito (ONOO-) (BECKMAN e KOPPENOL, 1996). Uma
vez verificado que as células endoteliais contém uma concentracao basal
da proteina eNOS, o gene da eNOS foi considerado constitutivamente
expresso. O mecanismo de ativacdo da eNOS tem sido descrito como o
mais elaborado das trés isoformas, refletindo a complexidade do controle
fisiol6gico dos diferentes leitos vasculares (GOVERS e RABELINK,
2001; MICHEL e FERON, 1997). O mecanismo classico de ativacdo das
isoformas constitutivas € dependente do calcio (Ca++), enquanto a iINOS
independe da elevagao das concentragdes intracelulares de Ca++, devido
a alta afinidade da ligacdo da enzima com a calmodulina (HARRISON,
1997). O principal mecanismo de ativagao da eNOS se da pela fosforilagao
do aminoéacido serina na posicao 1177 (SHIOJIMA e WALSH, 2002) pela
enzima Akt kinase (ou proteina kinase B), o que aumenta a sensibilidade
da eNOS as concentracdes basais de Ca++/calmodulina (FULTON et
al., 1999). A ativacédo tonica ou fasica da eNOS, em resposta ao fluxo
sanguineo, € 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 serina1177/1179 pelo aminoacido
alanina torna a eNOS resistente a fosforilacdo e ativacdo pela enzima
Akt, uma via dependente de fosfatidilinositol-3 kinase (PI-3K). Embora a
fosforilagdo do residuo de serina1177 desempenhe um papel crucial na
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ativacdo enzimatica da eNOS, é sabido que sua regulacéo é dependente
do padrdo de fosforilagdo de multiplos sitios (MOUNT et al. 2007). A
fosforilagado do residuo de serina633, localizado no dominio de ligacdo da
flavina mononucleotideo (FMN), também aumenta a atividade da eNOS
e parece ser particularmente importante na manutencédo da sintese de
NO apds a ativacdo por Ca++/calmodulina e fosforilagdo do residuo de
serina1177. Por outro lado, fosforilado pela proteina kinase C (PKC), o
residuo de treonina495 interfere no dominio de ligacdo da calmodulina,
regulando negativamente a sintese do NO. Embora ja se conheca a
importancia de multiplos sitios de fosforilagao na regulacéo da atividade
da eNOS, os mecanismos de regulac@o envolvendo kinases e fosfatases
ainda nao estdo totalmente elucidados.

Oxido nitrico, Tono Vascular e Vasodilatacdo Muscular

Apos a verificagcdo de que o NO ¢é sintetizado pelas células endoteliais e
que este participa da regulacdo hemodinamica cardiovascular, o interesse
concentrou-se na quantificacdo de sua participacao na homeostasia desse
sistema.

Estudos in vivo demonstraram que a administragao intra-arterial de NG-
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 forcas constritoras
versus forcas vasodilatadoras, estes resultados demonstram que o NO
€, pelo menos em parte, o modulador do fendétipo em questdo. Durante
condicdes de estresse mental e exercicio é observado, juntamente com
a resposta taquicardica e aumento da pressao arterial, vasodilatagcdo em
leito muscular esquelético como parte das respostas fisioldégicas de ajuste
do organismo. Foi postulado que parte dessa 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 excecéo
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de primatas e humanos. Foi verificado que a estimulacao elétrica do nervo
simpatico provocava vasodilatagcdo em leito muscular, quando a liberacao
pré-sinaptica de noradrenalina era inibida pela infusdo intra-arterial de
farmacos. No entanto, essa 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 simpaticas colinérgicas eram estimuladas (MATSUKAWA et
al., 1993). Paralelamente, Blair et al. (1959) verificaram que, em humanos,
a vasodilatacdo no antebraco durante manobras fisiologicas € também
mediada por um componente neural. Durante a aplicacdo do estresse
mental, o fluxo sanguineo no membro simpatectomizado n&o se alterava,
quando comparado ao fluxo sanguineo no membro controle. Em adicéao,
a infusdo intra-arterial de atropina no membro controle reduzia em
aproximadamente 50% o aumento no fluxo sanguineo. Naquele momento,
utilizando-se das evidéncias indiretas, os autores sugeriram a existéncia
de inervacdo simpatica 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 o administrado intra-
arterial do L-NMMA. Os mecanismos pelos quais a acetilcolina e o NO sao
sintetizados e liberados durante as reacdes de defesa do organismo nao
estdo completamente elucidados em humanos. As evidéncias alcangcadas
com bloqueios farmacoldgicos permitem apenas sugerir a existéncia de
fibras simpaticas colinérgicas para a musculatura esquelética. Decorrente
de tais limitacOes, os autores ndo descartam a possibilidade de que a
vasodilatacdo seja causada por uma combinacéo 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 B2-adrenérgicos localizados no musculo liso vascular resultaria
no relaxamento desse tecido e, em consequéncia, na vasodilatacdo. No
entanto, Majmudar et al. (1999) verificaram que parte da vasodilatacdo
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resultante da ativacao dos B2-adrenoceptores € mediada pelo NO. Embora
os autores nao expliguem o mecanismo responsavel por este fenébmeno,
aproximadamente 25% da vasodilatagao observada no antebrago com a
infusdo de Ritodrine (agonista seletivo B2-adrenérgico) foi atenuada quando
L-NMMA é coinfundido. Esses resultados sugerem a existéncia dos B2-
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 fosforilacdo do residuo de serina1177.

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 7g35-36,
e variagdes na sua sequéncia tém sido descritas na regidao 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 aminoacidos (MARSDEN et al., 1993). Ja esta descrito na
literatura a existéncia de trés polimorfismos de um unico nucleotideo
(SNP) na regiao promotora, porem em localizagcbes de ndo ligacao de
fatores de transcricdo (KARANTZOULIS-FEGARAS-Fegaras et al., 1999).
Dos polimorfismos encontrados nos exons 6 e 7, a substituicdo da base
nitrogenada guanina por timina (G.T), na posi¢ao 894, localizada no exon
7, resulta na substituicdo do aminoacido glutamato (GAG) por aspartato
(GAT) na posicao 298 da sequéncia polipeptidica (PHILIP et al., 1999).
Sugere-se que os polimorfismos localizados na regido promotora do
gene desempenham influéncia na transcricdo do RNAmM, 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
ligacdo para L-arginina ou BH4. Estudos enzimaticos utilizando eNOS
recombinante mostraram ndo haver diferenca na constante de Michaelis
(km) nem na Vmax entre as duas formas da enzima (HINGORANI, 2001).

XXVI PREMIO JOVEM CIENTISTA

CATEGORIA GRADUADO A

19



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, precisamente na posicao Asp298-Pro299, quando comparado a
variante Glu298. No entanto, Fairchild et al. (2001) demonstraram que tal
susceptibilidade proteolitica ocorria devido a um artefato da preparacéo do
experimento. A inconsisténcia desses resultados nao exclui a possibilidade
de que, in vivo, um desconhecido mecanismo proteolitico ou até mesmo
uma alteracao naregulagao 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
padrao de expressao génica, a partir da extracdo do RNA (transcriptoma)
e da quantificacdo da proteina e/ou atividade enzimatica em tecidos
especificos (CHARCHAR et al., 2008).

Alteracdes na quantificagao do transcrito ou elementos pos-transcricionais
de um unico gene ou de um conjunto deles reflete a exposicdo a um
determinado fator ambiental. Além disso, tais genes podem estar mais
OU mMenos expressos como consequéncia de variantes genéticas com
potencial de alterar sua responsividade a fatores nucleares transcricionais.
A analise do transcriptoma e a consequente determinacao das alteracdes
no padrao de expressdao em um conjunto de genes se traduzem em
conhecimento necessario, uma vez que a combinacdo de multiplas
alteragdes moleculares € responsavel em determinar o grau das respostas
adaptativas dos diferentes sistemas ao exercicio fisico. Schmutz et al.
(2006) analisaram as alteracbes no padrao de expressdo de 229 genes
associados a funcdo muscular. Apdés uma Unica sessdo de exercicio
fisico, ocorreram alteracdes na expressao de 23 transcritos. O aumento
foi verificado na expressdo de genes envolvidos em vias metabdlicas
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glicoliticas e oxidativas (GLUT4, ALDOC, PFKFB3, FABP3, LPL, ECH1,
ACADL, CPT1, CYCS, SOD1, SOD3, SLC16A1), contracdo e arquitetura
muscular (MYH4 e TUBA1), miogénese (MYOD1 e MEF2B), regulagao do
ciclo celular (IGFBP6 e IGF1) e estrutura celular (COL6A1). Apds um periodo
de seis semanas de treinamento em cicloergbmetro, o padrao de expressao
génica foi alterado. Dentre os 23 genes com expressao aumentada no pré-
treinamento, apenas 2 deles e mais 11 outros genes mostraram aumento
na expressdo. Os autores concluem que, principalmente para aqueles
genes envolvidos nos processos metabdlicos, a regulacao transcricional €
modificada dependendo do estado de aptidao fisica do individuo.

As diferencgas de responsividade ao exercicio e treinamento fisico podem ser
analisadas em nivel molecular, uma vez que qualquer resposta fisioldgica
do organismo esta diretamente ligada a alteracdes de expressao génica.
Parte do crescente interesse pelo método de microarray esta relacionada
a possibilidade de identificacdo de novos genes candidatos, previamente
nao associados com o fendtipo em questdo. Em adicao, a identificacéo
de distintos padrdes de expressao génica entre individuos pode fornecer
importantes informacdes que servirdo como base para a adoc¢ao de terapias
individualizadas. A analise completa do padrdao 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 adaptagcdes 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 de auxiliarem na prevencao e reabilitacdo de lesbes em
atletas.

Leucdcitos como Sensores Bioldgicos do Exercicio Fisico

Durante o exercicio fisico, as diferentes funcdes exercidas por grupos
de células ou tecidos especificos resultam na modulagdo da expressao
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de diferentes genes. Esta especificidade justificaria a necessidade de se
compreender as respostas moleculares destes tecidos, diante do estresse
fisioldgico induzido pelo exercicio fisico. Em se tratando da investigacao
de fendtipos poligénicos, soma-se ao desafio da identificacdo dos genes
e variantes genéticas candidatas a dificuldade de acesso a tecidos
relevantes para a andlise das possiveis alteragcées transcricionais ou pos-
transcricionais. No campo da pesquisa gendmica em cardiologia, por
exemplo, Seo et al. (2006) atentam para o fato de que o seu lento avango
pode ser creditado a dificuldade de acesso a tecidos ditos “informativos”.
No entanto, nos ultimos 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 alteragdes morfofuncionais, o maior interesse
parece concentrar-se na musculatura esquelética. Nao menos importante
que as analises por bidpsia do tecido muscular esquelético sdo as
investigacdes celulares e moleculares das alteracdes que ocorrem em
células sanguineas em resposta ao exercicio e ao treinamento fisico.

O exercicio fisico tem demonstrado ser um fator regulador das células
imunes e de suas fungdes. Existem evidéncias de que o estresse induzido
pelo exercicio evoca o sistema imune com a ativacdo de vias pro-
inflamatérias e anti-inflamatorias (OSTROWSKI et al., 1999), vias estas
envolvidas no reparo do musculo esquelético apds lesdo. Em adicao,
alteracoes podem ser observadas em biomarcadores vasoativos como,
por exemplo, as catecolaminas, endotelina e angiotensina Il. Em termos
moleculares, o proprio estresse mecanico causado pela pressao sanguinea
aumentada durante o exercicio, somada aos efeitos do shear stress na
parede do vaso, desencadeiam alteracdes no padrao de expressao génica
em células sanguineas, fazendo com que estas sejam importantes fontes de
informac&o gendmica. Em resumo, leucécitos podem portar informacgdes
especificas relacionadas a circulacéo, servindo como sensores biolégicos
do ambiente sistémico. Em adicéo, estas alteragdes moleculares em nivel
transcricional podem ser utilizadas tanto para o diagndéstico e progndstico
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de fendtipos musculo esqueléticos quanto para o monitoramento do grau
e resposta a intervencdes especificas, como é o caso do esporte de alto
rendimento. Este estudo propde a analise do padrédo de expressao génica
de células leucocitarias de individuos sedentarios saudaveis, atentando
para as possiveis alteracdes neste padrao de expressdo em resposta ao
treinamento fisico.

XXVI PREMIO JOVEM CIENTISTA

CATEGORIA GRADUADO A

23



OBJETIVOS
Objetivo Geral

Este estudo teve como objetivo caracterizar a influéncia da variante
G894T do gene da eNOS no fendtipo de vasodilatacdo muscular
endotélio-dependente e uma assinatura molecular do treinamento fisico.
representativa do genoma completo.

CATEGORIA GRADUADO A

Objetivos Especificos
Testar a hipotese de que:

1) o fluxo sanguineo basal e/ou a vasodilatagcdo muscular reflexa induzida
pelo exercicio estariam diminuidos em individuos portadores do alelo T894,
quando comparados a individuos com pelo menos um alelo G894 do gene
da eNCS;

2) a menor resposta vasodilatadora reflexa verificada nos individuos
com genotipo TT seria, pelo menos em parte, mediada por uma
biodisponibilidade reduzida do éxido nitrico e/ou um ténus simpatico
vasoconstritor aumentado;

3) como sensores bioldgicos do ambiente sistémico, leucécitos 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 Coracdo - InCor (HCFMUSP) de Sao Paulo, foram convidados a
integrar o proposto estudo. Todos foram submetidos a coleta de sangue
para subsequente extracdo e armazenamento do DNA, além de analises
clinicas e laboratoriais para a certificagcdo do estado e condicao fisiolégica.
Apos 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 exclusdo estabelecidos pelo estudo. Presenca de
sintomas e doencas cardiovasculares e metabdlicas, uso de farmacos com
potencial de afetar a funcdo endotelial e fatores de risco como diabetes,
dislipidemia, hipertensao arterial e tabagismo foram utilizados com fatores
de exclusdo, enquanto indice de massa corporal (IMC) < 27 e inatividade
fisica por pelo menos seis meses foram utilizados como fatores de inclusao
dos individuos na investigacdo. Do total, 15 individuos GG, 9 individuos GT
e 9 individuos TT obedeceram aos 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 da Policia Militar do Estado de Séao Paulo, do
sexo masculino, na faixa etaria entre 18 e 31 anos, 13 foram selecionados
e seus respectivos RNAs utilizados para analise do transcriptoma. Este
banco de dados € composto de individuos saudaveis (ECG repouso e
glicemia de jejum normais — laudo do Hospital da Policia Militar — HPM).
Em adicdo, obrigatoriamente ndo engajados em atividade fisica regular
(trés a quatro vezes por semana) nos ultimos seis meses; ndao usuarios de
fumo e ECG de esforgco normal (avaliacdo ergoespirométrica realizada no
inicio do protocolo de estudo). Os protocolos de pesquisa foram aprovados
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no mérito cientifico pela Comissdo Cientifica e de Etica do Instituto do
Coragao recebendo, posteriormente, parecer positivo da Comissao 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 envolvidos no estudo foram informados
sobre os procedimentos que seriam utilizados na investigacdo e assinaram
um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
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Métodos e Procedimentos
Coleta Sanguinea, Extracao 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. Apds a homogeneizacéo
do sangue, o DNA gendmico foi extraido do sangue total seguindo os
procedimentos padrdes (PEREIRA et al., 2007). O material genémico foi
armazenado a -70°C e utilizado posteriormente para a genotipagem. A
genotipagem foi realizada utilizando-se a técnica de Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP), onde o DNA genémico é submetido a uma
reacao de cadeia da polimerase (PCR) com os primers correspondentes a
regido alvo de amplificacdo. Posteriormente ao PCR, as amostras foram
submetidas a digestao enzimatica por enzima de restricéo para a deteccao
do alelo mutante. A variante estudada, localizada no exon 7, consiste na
troca do nucleotideo guanina (G) por timina (T) na posicao 894 do cDNA
da eNOS. Tal mutacao resulta na alteracdo do aminoacido glutamato
(Glu) por aspartato (Asp) no codon 298 da enzima, recebendo, portanto, a
denominacgéo “Glu298Asp”. Os gendtipos GG, GT e TT foram identificados
por reacao em cadeia da polimerase (PCR), seguidos por RFLP (Miyamoto
et al., 1998). Resumidamente, os primers para PCR foram construidos para
a amplificacao de um fragmento de 248-pb, contendo a posicdo 894 do
gene (sense and antisense primers; 5’-AAGGCAGGAGACAGTGGATGGA-3’
e 5’-CCCAGTCAATCCCTTTGGTGCTCA-3’, respectivamente). A mutacao
missense, resultante da presenca do nucleotideo T na posicdao 894, é
reconhecida pela enzima de restricdo Mbol, gerando, portanto, dois
fragmentos de 158-pb e 90-pb de comprimento. O produto da digestéo 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
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isolados com o reagente TRIzol (Invitrogen®, USA), conforme descrito a
seguir. O procedimento se inicia com a separacao da fragdo mononuclear.
O sangue total € homogeneizado e misturado a um volume de solucao
fisiolégica na concentracédo 1:1. Em um tubo Falcon de 15 ml serédo
adicionados 3 ml de Ficoll. A solugcdo soro/sangue serd adicionada
suavemente sobre o Ficoll, com o cuidado para ndao misturar. O sistema
sera submetido a centrifugacao em temperatura ambiente a 3000 rpm por
30 minutos. Apds a centrifugacao, o sistema bifasico possuira quatro fases:
hemacias, Ficoll, fracdo mononuclear e plasma. A camada de Ficoll e a
fracdo mononuclear serdo colhidas juntas e submetidas alavagem com soro
duas vezes. O pellet, contendo a fragcdo mononuclear, sera [re]suspendido
em 1ml de TRIzol®. Para extracdo do RNA, as células serdo lisadas no
TRIzol® por meio de pipetagem repetitiva. A amostra sera incubada por 5
minutos a temperatura ambiente e, em seguida, sera adicionado 0,2 ml de
cloroférmio. Os tubos serdo agitados vigorosamente por 15 segundos e
incubados por 2 a 3 minutos em temperatura ambiente. Apds a incubacéo,
as amostras serdo submetidas a centrifugacdo a no maximo 12 mil rpm
a 4C por 15 minutos. Apds a centrifugagcao, 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 serdo incubadas a
temperatura ambiente por 10 minutos e submetidas a centrifugacao a no
maximo 11.500 rpm, a 4C, por 10 minutos. O sobrenadante sera descartado
e o pellet sera lavado uma vez com 1 ml de etanol 75% gelado. A amostra
sera misturada em voértex e centrifugada a no maximo 9000 rpm, a 4C, por
5 minutos. 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.
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Fluxo Sanguineo Muscular

O fluxo sanguineo muscular (ml de sangue/min/100 ml de tecido) foi
avaliado pela técnica de pletismografia de oclusao venosa no antebraco. O
antebraco avaliado era sempre o correspondente ao braco ndo dominante.
Um manguito neonatal era posicionado na regido do pulso e outro manguito
na regiao do brago, aproximadamente 4 cm acima da fossa cubital. Durante
0 exame, o fluxo sanguineo era totalmente obstruido para a regiao da mao,
mediante insuflacdo suprassistélica do manguito posicionado na regido do
pulso. O manguito posicionado na regido do braco era inflado e desinflado
a uma pressao de 50 mmHg em ciclos de 8 segundos. Quando inflado,
o retorno venoso era impedido e 0 aumento no perimetro do antebraco
detectado por um tubo silastico preenchido com mercurio. O aumento na
tensdo no tubo silastico refletia o aumento do volume do antebraco e,
consequentemente, a vasodilatagcdo. A condutancia vascular no antebraco
foi calculada como fluxo sanguineo no antebrago/pressao arterial média
x 100, e o resultado expresso em “unidades” (NEGRAO et al., 2001;
TROMBETTA et al., 2003).

Pressao Arterial e Frequéncia Cardiaca

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

Durante o estudo invasivo, a pressdo arterial foi monitorada de forma
direta por meio de um transdutor de pressdo com sensor hemodinamico
(Edwards Lifesciences LLC; Irvine, CA 92614-5686 USA), conectado a um
cateter especifico para puncéao arterial (Arrow RA-04220). O sinal da onda
de pulso foi registrado por um computador (GATEWAY 2000 4 DX2-50V),
por meio do programa AT/CODAS, numa frequéncia de 500Hz. A frequéncia
cardiaca foi obtida continuamente por meio do registro da onda de pulso
da pressao intra-arterial (NEGRAO et al., 2001; TROMBETTA et al., 2003).
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Exercicio de Handgrip

O exercicio de handgrip foi realizado por preensdo da mao, utilizando-se
um dinamémetro. O exercicio foi sempre realizado com o bragco dominante.
Apos a obtencdo da maxima contracdo voluntaria (MCV; média de trés
tentativas) foi calculado um valor correspondente a 30% do maximo
(TROMBETTA et al., 2003). Este valor foi posteriormente utilizado durante
os trés minutos do exercicio isométrico.

Puncao Arterial e Infusao de Drogas

Para a infusdo das drogas foi realizada a puncao da artéria braquial
sempre no membro superior nao dominante. A puncao foi realizada apds
ampla assepsia com Riodeine (Polivinil Pirroliona lodo/PVP- 10% de iodo
ativo/Rioquimica) e protecdo da area manipulada com instrumentacéo
esterilizada. Previamente a introducao do cateter, a regido a ser puncionada
era anestesiada utilizando-se lidocaina 2%. O cateter especifico para
puncéo arterial (Arrow RA-04220) era, entdo, introduzido e conectado a
um cateter de dupla via e, subsequentemente, conectado a um equipo
transdutor de pressdo com sensor hemodinamico (Edwards Lifesciences
LLC; Irvine, CA 92614-5686 USA). Solucéo fisiolégica 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 implantacéao
de um microeletrodo de tungsténio no nervo fibular (via pés-ganglionar)
do individuo estudado. Apéds a impactacdo do nervo e captacédo do sinal
nervoso, os disparos eram registrados por um poligrafo e o resultado
apresentado por disparos ocorridos por minuto (NEGRAO et al., 2001;
TROMBETTA et al., 2003).
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Protocolos Experimentais

A padronizacao da preparacao dos pacientes a partir do dia que antecede
o0 exame foi determinada no sentido de minimizar a possibilidade de
condi¢des 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 instruidos a
proceder da seguinte forma:

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

» Manha do exame: nao ingerir liquido em grande quantidade. N&ao
ingerir produtos que contenham cafeina em sua composicdo. Nao ingerir
manteiga, margarina, requeijao ou qualquer outro produto que contenha
alto teor de gordura em sua composicado. 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 preparacao do paciente para
a realizacao do protocolo experimental aconteceu da seguinte forma:
foram colocados os eletrodos para a obtencao do sinal eletrocardiografico
e o individuo foi acomodado em uma maca na posig¢ao supina. O membro
superior nao dominante foi posicionado em extensao lateral e os acessoérios
do conjunto de pletismografia foram posicionados para a obtencédo das
curvas de fluxo sanguineo no antebrago. Na sequéncia, um manguito foi
posicionado e ajustado a perna para o registro do comportamento da
pressdo arterial. Decorridos quinze minutos da instrumentacdo, deu-se
inicio ao protocolo experimental.
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O protocolo | estd esquematizado na Figura 2. As variaveis fluxo sanguineo
no antebraco, pressao arterial e frequéncia cardiaca foram registradas no
periodo basal (3 min.) e durante o exercicio de handgrip, a 30% da maxima
contracao voluntaria (3 min.).

Protocolo Il

Quinze individuos (8 GG e 7 TT, ver “Casuistica” para detalhes da amostra
populacional) foram reavaliados. A preparacdo para a realizacdo do
protocolo experimental aconteceu da seguinte forma: foram colocados
os eletrodos para a obtencado do sinal eletrocardiografico e o individuo
foi acomodado em uma maca na posi¢cdo supina. O membro superior
ndao dominante foi posicionado em extensao lateral e, apds assepsia e
anestesia subcutanea do local, foi realizada a puncao da artéria braquial.
Posteriormente a puncao e conexao do cateter e do equipo transdutor de
pressdo, 0s acessorios do conjunto de pletismografia foram posicionados
para a obtencao das curvas de fluxo sanguineo no antebraco. Na sequéncia,
a perna foi posicionada para a microneurografia. Caso a tentativa de
aquisicao de um sinal nervoso passivel de andlise excedesse 60 minutos,
0 exame era iniciado sem o registro do nervo. Decorridos 20minutos da
instrumentacdo, deu-se inicio a sequéncia experimental. O Protocolo
Il, com suas respectivas sequéncias de administracdo das drogas, esta
esquematizado na Figura 2. (pagina seguinte).

XXVI PREMIO JOVEM CIENTISTA

CATEGORIA GRADUADO A

32



Figura 2 — Protocolos experimentais. Fluxo sanguineo no antebrago (FSA); Pressao arterial
(PA); Frequéncia cardiaca (FC); Atividade nervosa simpatica muscular (ANSM).

No Experimento |, a infusdo de solugao 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; NEGRAO et al., 2000). Antes do
inicio do registro das variaveis, foi realizada uma pré-infusao (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.
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No Experimento I, o inibidor ndo seletivo NG- monometil-L-arginina (L-NMMA)
(Clinalfa AG, Laufelfingen, Switzerland) foi administrado para o bloqueio local
das éxido nitrico sintases (4 mg/min.; 0,5 ml/min.) (DIETZ et al., 1994; DYKE et
al., 1995; DIETZ at al., 1997; JOYNER e DIETZ, 1997; JOYNER e DIETZ, 2003).
Se a diferenca na resposta vasodilatadora reflexa entre os genétipos fosse
consequéncia de alteragdes na biodisponibilidade do NO, a administragéo
intra-arterial do L-NMMA iria abolir a diferenca entre os genétipos GG e TT.
Antes do inicio do registro das variaveis foi realizada uma pré-infusao (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 contracao
voluntaria (3 min.), totalizando 11 minutos de infuséo.

No Experimento lll, em associacdo 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
adrenérgicos pos-sinapticos (100 .g/min.; 0,5 ml/min.) (DIETZ et al., 1997;
JOYNEReDIETZ, 1997; JOYNER e DIETZ, 2003). Se a prejudicada resposta
vasodilatadora reflexa observada no gendétipo TT fosse consequéncia de
uma atividade nervosa simpatica aumentada, o duplo bloqueio iria abolir a
diferenca entre os gendtipos. 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 contragcao voluntaria (3 min.),
totalizando 11 minutos de infusédo. As drogas foram manipuladas em meio
esterilizado e a diluicao realizada utilizando-se solucéo fisioldgica (NaCl a
0,9%; Baxter Hospitalar LTDA; Sao Paulo/Brasil).
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Ensaios por Microarray

Os experimentos de “microarray” foram realizados utilizando a plataforma
Affymetrix (Genechip Human Gene 1.0 Array Kit) para a analise de expressao
de 28.869 genes, de acordo com instru¢cdes do fabricante. Este sistema
baseia-se na preparacao de moléculas de cRNA, marcadas com biotina,
por meio do método de amplificacao linear. A partir do RNA ¢é realizada
uma transcrigao reversa para a obtencédo de moléculas de cDNA. O cDNA
sintetizado serve de molde para a reacao de transcricdo in vitro para a
producdo de cRNA, ocorrendo umaamplificacéo linear de aproximadamente
mil a 5 mil vezes a quantidade de RNA mensageiro inicial. Em cada amostra
inicial sdo adicionados RNAs mensageiros bacterianos que servem
como controles da sintese de cDNA e da transcricao in vitro. Além disso,
esses RNAs controles sé&o utilizados no monitoramento quantitativo e na
estimativa da sensibilidade da hibridizagcdo, uma vez que encontram-se
representados nas laminas utilizadas. Apds a hibridizagao, as |laminas séao
lavadas para a retirada das moléculas ndo hibridizadas. Em seguida, é
realizada a marcacdo com o conjugado Cy5 - streptavidina. Apés lavagem,
as laminas sao analisadas no Gene Pix Array Scanner. A obtencao dos
dados refere-se a andlise da imagem de cada lamina para a extragcao dos
valores de intensidade fluorescente em cada spot, os quais sdo medidas
indiretas da abundancia de transcritos de RNA dos genes representados
pelas sondas. Para a normatizacdo dos valores de expressdo génica foi
utilizada regressao ndo-paramétrica denominada LOWESS. Esta estabiliza
arelacdo 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 pds-treinamento fisico, foi analisada utilizando-se a técnica
de andlise de variancia (Anova) para dados de microarray.

Avaliacao da Capacidade Funcional Cardiorrespiratoria

A avaliacdo da capacidade cardiorrespiratéria foi realizada no inicio
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e apoés 18 semanas de treinamento fisico de predominancia aerobia.
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 o registro de 12 derivagdes
simultaneas, realizado em ambiente com ar condicionado e temperatura
controlada (21°C), pelo menos duas horas apds uma refeicao 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 (VO2) pico, antes de iniciar o protocolo de treinamento e ao
final desse periodo. Apds posicionamento na esteira, os examinados sao
acoplados a uma valvula com transdutor de volume, a0 mesmo tempo em
que é realizada preensdo nasal por meio de prendedor apropriado, para
que os gases expirados sejam coletados continuamente por intermédio
da referida valvula. A ventilacdo (VE), fracdo expirada de oxigénio (02) e
dioxido de carbono (CO2), € medida a cada ciclo respiratorio por meio
de sensores. A partir das andlises da VE e das concentracdes dos gases
expirados sao calculados o VO2 e a producdo de didxido de carbono. A
determinagao do VO2 pico foi feita considerando-se o VO2 obtido no pico
do exercicio, quando o paciente estava em exaustao e ndo conseguia mais
manter o ritmo da corrida imposto pela esteira.

Determinacao do Limiar Anaerébio e Ponto de Compensacao Respiratoria

Além da determinagao da capacidade funcional maxima, sao determinados
o limiar anaerobio (LA) e o ponto de compensacao respiratéria (PCR)
utilizados para a prescricao individualizada da intensidade de treinamento
fisico. O LA é considerado no minuto em que o paciente apresentar os
valores de equivalente ventilatério de oxigénio (VE/VO2) e pressao parcial
de oxigénio no final da expiracdo (PetO2) mais baixos, antes de esses
valores iniciarem um aumento progressivo, além do incremento n&o linear
do valor de razao de troca respiratéria (RER). O PCR é considerado no
minuto em que o paciente apresentar os valores de equivalente ventilatorio
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de gas carbonico (VE/VCO2) mais baixos, antes de iniciarem um aumento
progressivo, além dos valores de pressao parcial de gas carbbnico no
final da expiracdo (PetCO2) mais altos, antes de comecarem a diminuir.
Todos foram encorajados a realizar 0 exercicio progressivo maximo, até
que sintomas como dispneia, fadiga intensa ou dor muscular os tornaram
inabeis para prosseguir com o teste. O esforco também foi interrompido
na presenca de arritmias complexas ou sinais de isquemia miocardica. O
periodo de recuperacao foi de quatro minutos, numa velocidade de duas
milhas por hora, com a esteira a zero grau de inclinagéo.

A pressao arterial e a frequéncia cardiaca foram monitoradas durante
todo o teste ergoespirométrico. A pressao arterial foi aferida pelo método
auscultatoério, utilizando-se um esfigmomandémetro de coluna de mercurio.
As afericbes foram realizadas no repouso, a cada dois minutos de exercicio
€ no primeiro, segundo e quarto minutos da recuperacdo. A frequéncia
cardiaca foi continuamente monitorada pelo sinal eletrocardiografico e
registrada ao final de cada minuto do exercicio e recuperacao.

Protocolo de Treinamento Fisico

O treinamento fisico foi realizado em pista de atletismo no Centro de
Formacao de Soldados “Coronel Eduardo Assumpcéao”, situado na Av. Dr.
Felipe Pinel, 2859, Pirituba, Sdo Paulo. O periodo de treinamento fisico foi
de 18 semanas (quatro meses e meio), com trés sessdes semanais de 60 a
90 minutos de duracao. Cada sessao de treinamento consistira em:

¢ Agquecimento: caminhada por cinco minutos;

e Alongamento: priorizando os membros inferiores, que sdo mantidos na
posicao de alongamento por 15 segundos, com duracgao total de 5 minutos;

e Exercicios de resisténcia muscular localizada: exercicios de carater
técnico/educativo para corrida, somados aos exercicios militares de rotina
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como flexdao de tronco ou exercicio abdominal, flexdo de bragos e barra
fixa, com duracédo de 10 a 15 minutos;

¢ Corrida: 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 utilizagao de frequencimetro cardiaco;

¢ Alongamentos finais: priorizando os membros inferiores, mantidos na
posicao de alongamento por 20 segundos, com duracédo de 5 a 10 minutos.

O treinamento fisico de corrida foi aplicado em grupo, porém, respeitando
a faixa intermediaria das frequéncias cardiacas correspondentes aos
limiares ventilatorios individuais, determinados por teste cardiopulmonar.
Na Fase | (1% a 92 semana), o treinamento fisico foi de carater progressivo
em relacdo ao volume (tempo de corrida para cada sessdo, em minutos).
Cada sessao foi iniciada com 30 minutos de duracdo, progredindo até
60 minutos na 8% semana (progressdo de, aproximadamente, 10% a
cada semana). Nesta fase, o treinamento fisico de corrida foi conduzido
numa intensidade correspondente ao Limiar Anaerébio (LA) e monitorado
por frequéncia cardiaca (monitor cardiaco marca Polar, modelo A1). Na
Fase Il (9% a 10% ou 20? semana), o volume da corrida foi mantido em 60
minutos, mas com progressao da intensidade do treinamento fisico. Nessa
fase, a frequéncia cardiaca de treinamento corresponde ao ponto de
compensacao respiratério (PCR). Em uma ou duas sessodes de treinamento
fisico realizadas por semana a frequéncia cardiaca pode ultrapassar o
correspondente ao PCR.

Analise Estatistica

Os dados estado expressos como média + EPM. Para as caracteristicas
demograficas, parametros metabdlicos e mensuragcdes basais de fluxo
sanguineo no antebraco, pressao arterial média, condutancia vascular no
antebrago e atividade nervosa simpatica muscular foi utilizado one-way
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Anova. Para as respostas ao exercicio de handgrip, fluxo sanguineo no
antebracgo, pressao arterial média, condutancia vascular no antebraco e
atividade nervosa simpatica muscular, foi utilizado two-way Anova. Quando
foi encontrada interacao, utilizou-se o teste de Scheffé’s post-hoc. Valores
de probabilidade menores que 0.05 foram considerados significantes.

Para os dados de microarray, apds a sumarizacdo e normalizacdo dos
dados por RMA (Robust Multchip Analysis), a diferenca 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
Distribuicao dos Alelos

As frequéncias alélica e genotipica dos 287 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 (PEREIRAet al. 2005). A frequéncia
encontrada para os alelos G e T foi de 71.3% e 28.7%, respectivamente.
A frequéncia encontrada para os gendtipos GG, GT e TT foi de 51.2%,
40.1% e 8.7%, respectivamente.

Medidas Basais

Na Tabela 1 estdo representadas, por genoétipo, as caracteristicas
demograficas e metabdlicas dos 33 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 gendtipos.

As variaveis hemodinamicas e neurovasculares basais estdo apresentadas
na Tabela 2. Entre os gendtipos GG, GT e TT ndo houve diferengca nos
valores de frequéncia cardiaca, pressao arterial média, fluxo sanguineo no
antebraco e conduténcia 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 T p

n 15 9 9
ldade, anos 43+ 3 41+ 3 40 + 4 0.76
Sexo, M/F 3/12 3/6 3/6 0.71
Peso, kg 60.2 + 1.5 68.0+2.4 61.6 + 3.9 0.08
Altura, cm 162 + 0.02 170 + 0.03 161 + 0.03 0.10
IMC, kg/m? 22.9+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 1983 + 7 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 87 +7 87 +13 84 + 13 0.97

Valores apresentados como média = EPM. M, masculino; F, feminino; IMC, indice de
massa corporal. One-way Anova.
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Tabela 2 - Valores basais e alteragdes absolutas da frequéncia cardiaca,
pressdo arterial média, fluxo sanguineo no antebraco e condutancia
vascular no antebrago durante o exercicio moderado de handgrip, a 30%
da maxima contragdo 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% 61+ 10+1#
FC, bpm GT 69+4 4+1 7+2 11+1
T 63+3 441 8+2 12+1
GG 9143 3+1 8+2% 15+2%
PAM, mmHg GT 94+2 11 8+2 1242
T 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" T 1.79£0.17 | 0.02+0.02 | 0.14+0.05' | 0.31+0.12
GG 2.03+0.12 0.29+0.09 0.41+0.10 0.57+0.09
Cqu’ GT 1.90+0.24 0.46+0.16 0.52+0.20 0.64+0.21
unidades
T 1.89+0.17 -0.03+0.03 | -0.02+0.08" | 0.07+0.14f

FC= frequéncia cardiaca; PAM= pressdo arterial média; FSA= fluxo sanguineo no
antebraco; CVA= condutancia vascular no antebraco. Valores apresentados como média
+ EPM. . diferente do basal; T diferente dos gendtipos GG e GT, £ ambos os gendtipos
diferentes do basal. Two-way Anova seguido de Scheffé’s post-hoc. P<0.05
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Respostas Hemodinamicas e Neurovasculares Durante o Exercicio

O comportamento das variaveis hemodinamicas 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 gendtipos GG, GT e TT, ndo havendo
diferenca entre eles. Este mesmo resultado foi observado na presséo
arterial média. Durante o exercicio isométrico, a pressao arterial média
aumentou progressivamente e de forma semelhante entre os gendtipos.
As respostas reflexas de fluxo sanguineo no antebrago e a condutancia
vascular no antebraco ao exercicio dos individuos com genétipo GG, GT
e TT estao representadas na Figura 3. Durante o exercicio isométrico, o
fluxo sanguineo no antebraco contralateral aumentou progressivamente e
de forma significativa nos genétipos GG e GT.

Exercicio Moderado (30% CVM)

Tempo {(minutos)

Figura 3 — Comportamento individual da resposta (variacdo absoluta)
reflexa do fluxo sanguineo no antebraco (FSA) e condutancia vascular no
antebraco (CVA) ao exercicio de handgrip, a 30% da contragdo voluntaria
maxima (CVM) em individuos codificados com GG, GT e TT para o gene da
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eNOS. Observe que as respostas do FSA e da CVA séo significativamente
menores no gendtipo TT quando comparado aos gendtipos GG e GT.
Two-way Anova seguido de Scheffé’s post-hoc. P<0.05 Em contraste, o
fluxo sanguineo no antebraco aumentou levemente nos individuos com
gendtipo TT. A comparacao entre os gendétipos mostrou que o aumento do
fluxo sanguineo no antebraco foi significativamente maior nos gendtipos
GG e GT, quando comparados ao gendtipo TT. Valores similares aos
de fluxo sanguineo no antebrago foram encontrados quando a variavel
analisada foi a condutancia vascular no antebraco. Durante o exercicio
isométrico, a condutancia vascular no antebragco contralateral aumentou
progressivamente e de forma significativa entre os gendtipos GG e GT,
sendo que esse aumento ocorreu de forma atenuada no gendtipo TT. A
comparagao entre os gendtipos mostrou que o aumento da condutancia
vascular no antebraco foi significativamente maior nos genétipos GG e GT,
quando comparados ao gendtipo TT.

Medidas Basais com Infusao de Drogas Vasoativas

Os valores basais de frequéncia cardiaca e pressao arterial média durante
as trés sequéncias de infusdo estdo apresentados na Tabela 3, e os
valores basais de fluxo sanguineo no antebraco, condutancia vascular no
antebraco e atividade nervosa simpatica muscular na Tabela 4. A infusdo
de L-NMMA e L-NMMA + fentolamina nao alterou a frequéncia cardiaca, a
pressao arterial média e a atividade nervosa simpatica muscular nos dois
gendtipos estudados. Os valores basais de fluxo sanguineo no antebraco
nao foram diferentes entre os gendtipos GG e TT. A infusdo de L-NMMA
reduziu o fluxo sanguineo no antebraco, em média, 22% nos individuos
com gendtipo GG e 23% nos individuos com genétipo TT (Tabela 4; Figura
4). A infusdo do L-NMMA associada a fentolamina, aumentou o fluxo
sanguineo no antebrago, em média, 51% nos individuos com genadtipo GG
e 38% nos individuos com gendtipo TT, quando comparada a infusao de
salina. Quando comparada a infusdo de L-NMMA, a infusdo de L-NMMA,
associado a fentolamina, aumentou o fluxo sanguineo no antebrago, em
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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 antebraco ndo foram
diferentes entre os gendtipos GG e TT nas trés sequéncias. A infusao de
L-NMMA reduziu a condutancia vascular no antebraco, em média, 23%
nos individuos com gendtipo GG e 24% nos individuos com gendtipo TT.
A infusdo do L-NMMA associado a fentolamina aumentou a condutancia
vascular no antebrago, em média, 44% nos individuos com gendtipo GG e
36% nos individuos com gendtipo TT.

Quando comparada a infusdo de L-NMMA, ainfusdo de L-NMMA associada
a fentolamina aumentou a condutancia vascular no antebraco, em média,
87% nos individuos com gendtipo GG (p<0.05) e 79% nos individuos com
gendtipo TT (Figura 4).
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Tabela 3 - Valores basais e alteragdes absolutas da frequéncia cardiaca

e da pressao arterial média durante o exercicio moderado de handgrip,
a 30% da maxima contracao voluntaria, com infusdo de salina, L-NMMA
e L-NMMA associada 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
. GG 70+ 4 3+17F 6+2* 4+1+
Salina

TT 73+ 3 6+1 10+2 743

+ +1% +2% 7+2%

L-NMMA GG 68 + 5+ 9+ +

TT 73 +2 8+2 8+2 5+2

L-NMMA + GG 69 + 9+2+% 13+4+ 11+3%
fentolamina T 73 +2 9+1 9+3 6+3

Pressao arterial media, mmHg
Exercicio
Basal 1 min 2 min 3 min
. GG 86 +4 6+1* 10+£2#* 11424
Salina

T 85+ 6 8+3 12+2 9+3

7+ 7+1% 14424 10+2%

L-NMMA GG 87 +3 + + 0+

T 87 +7 11+3 14+3 8+4

L-NMMA + GG 89 + 8+2F 14+2% 10+£2%
fentolamina T 90 +7 12+3 1343 6+4

Valores apresentados como média + EPM. F ambos os gendtipos diferentes

do basal. Two-way Anova seguido de Scheffé’s post-hoc. P<0.05
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Respostas Hemodinamicas e Neurovasculares Durante o Exercicio com
Infusao de Drogas Vasoativas

Os valores das variaveis frequéncia cardiaca e pressao arterial média em
resposta ao exercicio sdo apresentados na Tabela 3, e os valores das
variaveis fluxo sanguineo no antebraco, conduténcia vascular no antebraco
e atividade nervosa simpatica muscular em resposta ao exercicio sao
apresentados na Tabela 4. A infusdo de salina, L-NMMA e L-NMMA +
fentolamina nao alterou o comportamento da frequéncia cardiaca, pressao
arterial média e atividade nervosa simpatica muscular nos genétipos GG
e TT. Durante o exercicio isométrico, a frequéncia cardiaca aumentou de
forma significativa nos genétipos GG e TT, ndo havendo diferenca entre
eles (Figura 5). Esse mesmo resultado foi observado na presséo arterial
média. Durante o exercicio isométrico, a pressao arterial média aumentou
de forma significativa em ambos os gendtipos, sendo o comportamento
semelhante entre eles (Figura 5). A atividade nervosa simpatica muscular
aumentou de forma significativa durante o exercicio isométrico nos
gendtipos GG e TT, ndo havendo diferenca entre eles (Figura 6).

O GG * *
0l =TT
= 2.0
43
g =
E 10
0.0 .
Salina L-NMMA L-NMMA +
fentolamina
4.0 O GG
== TT *
= 3.0
<% !
o8
3] 'E 2.0 -
= 1.0
0.0 .
Salina L-NMMA L-NMMA +
fentolamina

Figura 4 — Valores basais de fluxo sanguineo no antebraco (FSA) e condutancia vascular
no antebraco (CVA) durante a 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.
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Durante a infusdo de salina, o fluxo sanguineo no antebrago contralateral
aumentou progressivamente e de forma significativa no genétipo GG em
resposta ao exercicio isométrico. Em contraste, o fluxo sanguineo no
antebragco aumentou levemente nos individuos com genétipo TT (Figura
7). A comparacéo entre os gendtipos mostrou que o aumento do fluxo
sanguineo no antebrago foi significativamente maior no gendtipo GG
quando comparado ao genétipo TT. Esses dados reproduzem os resultados
previamente encontrados no Protocolo |. Durante a infusdo do L-NMMA,
o fluxo sanguineo no antebraco contralateral ndo se alterou no gendtipo
TT, em resposta ao exercicio isométrico. No entanto, o fluxo sanguineo no
antebraco contralateral foi significativamente reduzido no genétipo GG (em
meédia 68% - valor de pico) para valores similares aos de fluxo sanguineo
no antebrago do gendtipo TT. Durante a infusdo do L-NMMA associado
a fentolamina, o fluxo sanguineo no antebrago contralateral aumentou
simultaneamente em ambos os gendtipos estudados (Figura 7).
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Tabela 4 - Valores basais e alteracdes absolutas do fluxo sanguineo
no antebraco, condutancia vascular no antebraco e atividade nervosa
simpatica muscular 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.

Fluxo sangtiineo no antebraco, ml.min-'.100 ml’

Exercicio
Basal 1 min 2 min 3 min
Salina GG 1.48 + 0.07 0.65+0.11 0.84+0.11 0.81+0.11
T 1.77 £ 0.14 0.13+0.13f 0.26+0.161 0.16+0.18f
GG 1.16 £ 0.04 0.18+0.08 0.23+0.09 0.26+0.08
L-NMMA
T 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 T 2.44 + 0.33* 0.35+0.20 0.78+0.28 0.80+0.13
Condutéancia 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
T 2.15+0.29 -0.07+0.23" -0.05+0.267 -0.05+0.20°1
GG 1.34 + 0.06 0.08+0.09 0.04+0.09 0.14+0.09
L-NMMA
T 1.63 + 0.23 -0.07+0.16 -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 T 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
i GG (n=4) 1814 2+ 5x1# 8+24
Salina
TT (n=7) 18+5 3+1 6+2 112
GG 16+ 4 3+2 6+2+ 9+6+
L-NMMA
T 18+4 4+2 7+3 12+3
L-NMMA + GG 16+4 6+3 6+2+ 14+5+
fentolamina T 19+5 5+2 9+5 10+2

Valores apresentados como média + EPM. * vs. infusdo de L-NMMA,; diferente do basal;
T diferente do gendtipo GG; £ ambos os gendtipos diferentes do basal. Two-way Anova

seguido de Scheffé’s post-hoc. P<0.05.
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Figura 5 — Comportamento (variagdo absoluta) da frequéncia cardiaca (FC) e da pressao
arterial média (PAM) em resposta ao exercicio de handgrip, a 30% da contragéo 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 avariavel analisadafoiacondutanciavascularnoantebraco. 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
antebragco aumentou levemente nos individuos com gendtipo TT (Figura 7).
A comparagéao entre os genotipos mostrou que o aumento da condutancia
vascular no antebraco foi significativamente maior no genétipo GG quando
comparado ao genétipo TT. Durante a infusdo do L-NMMA, a condutancia
vascular no antebrago contralateral ndo se alterou no gendtipo TT, em
resposta ao exercicio isométrico. No entanto, a condutancia vascular
no antebrago contralateral foi significativamente reduzida no gendtipo
GG (em média 82% - valor de pico), para valores similares aos valores
de condutancia vascular no antebrago do genétipo TT. Durante a infusao
do L-NMMA associado a fentolamina, a CVA contralateral aumentou
simultaneamente em ambos o0s gendtipos estudados, ndo havendo
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diferenca entre eles (Figura 7). As respostas de atividade nervosa simpatica
muscular foram semelhantes entre os dois genétipos estudados, tanto
com a infusdo de L-NMMA quanto com a infusdo do L-NMMA associado
a fentolamina (Figura 6).

Salina L-NMMA L-NMMA + fentolamina
15
=T =
Hm 1T -

[y

12
14

GG
T = T I
T 1
1
. 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Exercicio Moderado (30% CVYM)
Tempo (minutos)

Delta ATSM
(disparos/min)

LS - -

Figura 6 — Comportamento (variacao absoluta) da atividade nervosa simpatica muscular
(ANSM) em resposta ao exercicio de handgrip, a 30% da contragdo 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 os genétipos diferentes do
basal. Two-way Anova seguido de Scheffé’s post-hoc. P<0.05.

XXVI PREMIO JOVEM CIENTISTA

CATEGORIA GRADUADO A

51



Delta FSA
(ml/min/100ml)
= - - b o
By = By = L

g
£

I e
-

Delta CVA
=
)

(Unidades)
&

|
=
LX)

Salina L-NMMA L-NMMA + fentolamina

* GG * GG + GG
s TT s TT uTT

. &
RS S
1 | .
I I 1 —1
1 2 3 1 2 3 1 2

Exercicio Moderado (30% CVM)
Tempo (minutos)

Figura 7 — Comportamento (variacdo absoluta) do fluxo sanguineo no antebraco (FSA)
e condutancia vascular no antebragco (CVA) em resposta ao exercicio de handgrip, a
30% da contragao voluntaria maxima (CVM) com infusao 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 genétipo GG; £ ambos os gendtipos
diferentes 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 esse 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-
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treinamento ficaram dispostos do lado direito do heatmap, enquanto
no poés-treinamento os mesmos ficaram dispostos do lado esquerdo
no heatmap. Interessantemente, os individuos “a” e “b” nao mostraram
alteragdes expressivas de expressao génica no pos-treinamento, fato
este passivel de observacdo por suas permanéncias dentro do cluster

representativo do pré-treinamento.

0BS. Como consequéncia do alto volume de anotagdes gerado para cada um dos genes
identificados, a partir do software de analise, estes dados sdo comumente apresentados
em material suplementar. A disponibilizacdo destes dados neste projeto, com paginas
limitadas, ultrapassaria o limite permitido. As informac6es sobre as anotacdes 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
poés-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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DISCUSSAQ

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 sé
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 genétipo 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, os presentes resultados
fornecem suficientes evidéncias de que a prejudicada vasodilatacao
muscular reflexa induzida pelo exercicio ndo pode ser atribuida a diferencas
no trafego simpatico vasoconstritor, uma vez que a atividade nervosa
simpatica muscular foi semelhante entre os genétipos.

Finalmente, os resultados sugerem que a diminuida vasodilatacao
muscular reflexa observada no gendtipo TT € mediada por uma reducéo
na biodisponibilidade de NO, podendo afetar a variabilidade fenotipica do
sistema musculo esquelético em atletas.

Estudos prévios tém demonstrado o envolvimento do NO na modulagéo de
inumeros fendtipos cardiovasculares e o alelo T894 do gene da eNOS tem
sido associado ao desenvolvimento de hipertensao arterial (MIYAMOTO et
al., 1998; LACOLLEY et al., 1998), infarto agudo do miocardio (HIBlIi et al.,
1998), espasmo coronario induzido por acetilcolina (YOSHIMURA et al.,
1998), disfuncdo vasomotora coronariana (NABER et al., 2001), reduzida
geracao de vasos colaterais na oclusdao coronariana crénica (LAMBLIN
et al., 2005) e reestenose pos-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 fisioldgicas em individuos saudaveis. Essa observacdo sugere
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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 disfuncao
endotelial. Em adicdo, a menor biodisponibilidade do NO pode aumentar
a susceptibilidade a lesdo no esporte e dificultar a recuperacdo pos-
lesdo, uma vez que o NO esta comprovadamente envolvido na regulacao
da geracao de forgca muscular e na recuperacao de lesdes do musculo
esquelético. Foi verificado aumento de 30% na producgado basal de NO
apos lesdo causada por consecutivas contragcdes excéntricas (RADAK et
al., 1999), porém, esta biodisponibilidade aumentada pode estar reduzida
em portadores do gendtipo TT, resultando em alteracdes no tempo de
recuperacao e também no reparo da regido lesada.

Em condicdes basais e durante manobras fisioldgicas, incluindo o exercicio
fisico, a reatividade vascular obedece ao comando antagdnico das forgcas
vasodilatadoras e vasoconstritoras. Embora este fendtipo obedeca ao
controle de multiplas vias de sinalizacdo, parte da resposta vascular
€ mediada pela producao endotelial do NO e parte mediada pelo tono
simpatico vasoconstritor (JOYNER e DIETZ, 1997; SANTOS et al., 2005).
Na condicao de repouso, o NO participa da modulacédo do ténus vascular
basal e o fluxo sanguineo parece nao ser afetado pela variante G894T
do gene da eNOS. A infusdo intra-arterial de L-NMMA reduziu o fluxo
sanguineo no antebrago, em média, 22%, e essa reducdo foi semelhante
entre os gendtipos GG e TT. Ainfusdo do L-NMMA associado a fentolamina,
quando comparada a infusdo do L-NMMA isoladamente, aumentou o fluxo
sanguineo no antebraco, em média, 86%, e também de forma semelhante
entre os genotipos.

Esses resultados evidenciam que a restricdo vasodilatadora mediada
pelo tono vasoconstritor simpatico é significativamente maior do que a
vasodilatacdo NO-dependente na regulacdo do ténus vascular basal.
Estudos prévios demonstraram que, durante manobras fisioldgicas, a
vasodilatacdo muscular € mediada, pelo menos em parte, pelo aumento
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da producdo do NO (DYETZ et al., 1997). Neste estudo, a resposta
vasodilatadora reflexa diminuida ao exercicio, observada no genétipo TT,
nao foi alterada com a infusdo do L-NMMA. Em contraste, a infusdo do
L-NMMA aboliu a resposta vasodilatadora reflexa no gendtipo GG para
valores similares aos observados no gendtipo TT, o que sugere que a
resposta vasodilatadora muscular diminuida no genétipo TT é decorrente
de uma menor biodisponibilidade de NO.

Parece improvavel que a vasodilatacdo muscular reflexa alterada no
gendtipo TT seja explicada por uma hiperatividade nervosa simpatica. A
mensuracao da descarga eferente simpatica, avaliada de forma direta pela
técnica de microneurografia, mostrou que os niveis de atividade nervosa
simpatica muscular ndo sao diferentes entre os gendétipos. 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 administracéo intra-arterial de
antagonistas adrenérgicos elimina virtualmente a vasoconstricao em leito
muscular.

Portanto, poderia ser questionado o fato de que, embora a atividade nervosa
simpatica muscular tenha mostrado ser semelhante entre os gendtipos,
uma alteracdo na expressdao do gene do receptor alfa-adrenérgico e/
ou alteragbes pos-transcricionais do mesmo poderiam estar envolvidas
na modulacdo das diferentes respostas entre os gendtipos. 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 os
gendtipos. Assim, esses resultados reforcam a ideia de que a reduzida
vasodilatacao reflexa observada no gendtipo TT é consequéncia de uma
reducado 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

XXVI PREMIO JOVEM CIENTISTA

CATEGORIA GRADUADO A

o7



respectivos genes. A estimulagcdo dos receptores B2-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 administracdo do L-NMMA reduziu, em 25% a
vasodilatac&o induzida por ritodrine.

Em adicdo, variantes genéticas na via B-adrenérgica poderiam explicar
parte da variabilidade encontrada no fenétipo de vasodilatacdo. Trombetta
et al. (2003) verificaram que mulheres obesas e portadoras dos dois alelos
Gly16/Glu27 para o receptor B2-adrenérgico apresentavam vasodilatacao
muscular reflexa aumentada em resposta ao exercicio. Esses resultados
poderiam explicar, pelo menos em parte, a variabilidade na vasodilatacéo
muscular reflexa quando os individuos sdo comparados dentro de cada
gendtipo (Figura 3). Essa variabilidade interindividual é passivel de
observacao em fenétipos controlados por multiplos genes, um fenébmeno
caracterizado como interacao gene-gene.

O segundo relevante resultado do presente estudo é que leucdcitos, como
sensores biolégicos do ambiente sistémico, apresentam um transcriptoma
responsivo a ciclos de contracao 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 expressao de um
grupo de transcritos, entre individuos caracterizados como sedentarios.
Subsequentemente, verificou-se, para este mesmo grupo de transcritos,
alteracdes semelhantes entre os individuos em resposta ao estimulo do
treinamento fisico. Interessantemente, embora tenha sido caracterizado
um padrdo na alteracdo de expressdo desses transcritos numa amostra
bastante homogénea (recrutas da Policia Militar sob um mesmo regime
de treinamento e estilo de vida), é evidente a variabilidade na resposta
deste transcriptoma entre individuos. Este fato € caracterizado a partir da
observacao do comportamento do padrao transcricional dos individuos
“a” e “b” que, diferentemente, ndo mostraram alteragcdes expressivas de
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expressao génica no pos-treinamento, fato este passivel de observacao por
suas permanéncias dentro do cluster representativo do pré-treinamento.
Essas diferencas de responsividade do transcriptoma a ciclos de contragéo
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 lesbes e da responsividade a
terapéutica adotada.

Potenciais Limitacoes

Embora os resultados alcancados permitam apontar a biodisponibilidade
reduzida do NO como a causa da reducdo na vasodilatacdo muscular
reflexa observada no gendtipo TT, apenas especulagbes podem ser
feitas com relacdo as possiveis formas de modulagcdo do fendtipo pelo
polimorfismo G894T do gene da eNOS. Até o momento, os potenciais
mecanismos moleculares envolvidos na disfuncdo da enzima eNOS né&o
séo totalmente compreendidos.

Variantes na sequéncia de bases do DNA podem afetar desde o processo
de transcricao de um gene, até regulacdes pos-transcricionais e atividade
enzimatica. Hingorani (2001) sugere que alteracbes na sequéncia de
bases na regido promotora do gene afetariam a expressdao do mesmo,
enquanto alteracdes em regides exodnicas estariam envolvidas na
modulacdo da atividade biolégica da proteina. O RNAm transcrito pelo
alelo T894 é traduzido numa sequéncia polipeptidica com o aminoacido
aspartato na posicao 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-arginina e do cofator tetrahidrobiopterina (BH4). Estudos
utilizando-se de proteina recombinante revelaram nao haver diferenca
na atividade enzimatica das duas formas protéicas (Hingorani, 2001).
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Embora a substituicdo do glutamato pelo aspartato no residuo 298 da
enzima pareca nao afetar a atividade enzimatica in vitro, Tesauro et al.
(2000) demonstraram que o residuo Asp298 € 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 métodos de preparagcao do experimento.
Mesmo sob a luz de tais contradi¢cdes, 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. A reduzida biodisponibilidade do NO ainda pode ser
resultante de um Jocus funcional em algum outro local do gene ou em sua
vizinhanca, que esteja em desequilibrio de ligacdo com o polimorfismo
G894T.

Mesmo nao sendo este polimorfismo a causa direta do fendtipo
caracterizado, isso nao exclui a possibilidade de que tal variante genética
seja utilizada como o marcador de um locus funcional.

Estudos de associagcdo em genética ndo sao de facil interpretacao, ja que
um Unico gene exerce apenas uma pequena ou moderada modulacao
num determinado fendtipo. Embora esse raciocinio seja particularmente
verdadeiro no caso da reatividade vascular, um fenétipo modulado por um
conjunto de genes, os resultados do presente estudo sdo consistentes com
o fato de que a biodisponibilidade do NO esta fundamentalmente envolvida
na regulacao do fluxo sanguineo muscular no genétipo GG. A vasodilatacao
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 modulacao
da responsividade vascular no gendétipo 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 que a administracédo de L-NMMA nao alterou a reatividade
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vascular neste grupo. Em adicao, a atividade nervosa simpatica muscular
esta envolvida na regulacao da pressao arterial e na perfusao tecidual, tanto
em situacdes de repouso quanto durante manobras fisioldégicas. Nesse
caso, seria possivel especular que o0 menor aumento do fluxo sanguineo no
antebraco, observado no gendtipo TT, seria consequéncia de uma menor
pressao de perfusdo. Isso parece improvavel, uma vez que o aumento na
pressao arterial, mediada pelo exercicio isométrico de handgrip, foi similar
entre os gendtipos GG e TT. Esses resultados sustentam a hip6tese de que
o aumento do fluxo sanguineo no antebraco € mediado por vasodilatacao
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 pressao arterial média, evitando quaisquer confusdes decorrentes de
diferencas de pressao de perfusao entre os gendtipos. Por outro lado, é
pouco provavel que o reduzido fluxo sanguineo observado no gendtipo TT
seja consequéncia de um débito cardiaco diminuido. Embora o volume de
ejecao sistdlica ndo tenha sido analisado, a frequéncia cardiaca basal € o
seu aumento durante o exercicio foi semelhante entre os gendtipos.
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CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que o polimorfismo G894T do gene da eNOS
estd funcionalmente envolvido na variabilidade vasodilatadora muscular
reflexa induzida pelo exercicio, € que a presenca dos dois alelos T894
parece reduzir a biodisponibilidade do NO. Esses resultados sugerem
que a carga genética pode influenciar, sobremaneira, a funcao vascular
e musculo esquelética, e que a variante G894T do gene da eNOS pode
ser uma candidata utilizada no rastreamento de maior susceptibilidade
a doencas cardiovasculares e também no rastreamento de atletas com
diferentes susceptibilidades ao desenvolvimento delesdes 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 aerdbia dos individuos portadores do gendtipo TT fosse
menor que a dos individuos com pelo menos um alelo G894. Como a
geracao de forca muscular €, em parte, regulada negativamente pelo NO,
a menor biodisponibilidade deste poderia resultar em geracdao de forca
acima do suportado pelas estruturas musculo esquelética e tendineas,
aumentando a possibilidade de ocorréncia de lesdes. Em adi¢c&o, a menor
biodisponibilidade do NO viria a afetar sobremaneira a recuperacao do
tecido lesado, uma vez que a ativacéo, a proliferacdo e a diferenciacdo das
células satélites sdo mediadas, em parte, por este radical livre. Este racional
€ aplicavel, principalmente, ao contexto do esporte de alto rendimento.

Embora tenhamos investido na caracterizagcdo da funcionalidade de um
unico gene em um fendtipo modulado por um conjunto deles, nossos
resultados demonstraram, pela primeira vez, que o NO, isoladamente, é o
responsavel por ~90% da vasodilatacdo muscular em resposta a ativacao
simpatica reflexa induzida pelo exercicio. Mesmo assim, isso nao significa
que em outros fendtipos 0 mesmo NO possa exercer tdo expressiva
influéncia, como é o caso das lesdes em musculo esquelético. Na tentativa
de compreender como genes interagem entre sie com os fatores ambientais,
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utilizamos uma plataforma exploratéria, livre de hipoteses. Identificamos,
a partir da analise completa do genoma humano, 121 novos marcadores
genéticos, caracterizando novos e potenciais alvos para serem rastreados
na tentativa de identificagcdo 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. Este estudo é o primeiro a caracterizar uma “assinatura
molecular” do treinamento fisico numa populacdo extremamente bem
controlada, servindo como base para uma possivel adogcdo de terapias
individualizadas para o esporte de alto rendimento.
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“Verifiguei uma grave caréncia nas condicoes para avaliacdo e prescricao de treinamento de
populacdes especiais, como gestantes, idosos, mulheres com dislipidemia, diabéticos”, conta
0 pesquisador. Ele passou a usar a ciéncia e as tecnologias desenvolvidas para a avaliagcao de
atletas na pesquisa com essas populacdes especiais.

Luiz Fernando Kruel desenvolveu entao métodos de baixo custo e alta eficiéncia, ao alcance de
qualquer profissional de academia com um minimo de formacao. “A partir dos protocolos de
avaliagéo de corrida estacionaria, conseguimos realizar uma prescricao individualizada, como se
a pessoa tivesse vindo para o laboratdrio, onde temos equipamentos sofisticados”, acrescenta.
Desse modo, € possivel popularizar o atendimento personalizado. Em sua opinido, “a prescricéo
de exercicios é quase como a prescricao de medicamentos: o tipo, a dose e o periodo de
treinamento sao individuais”.

QOutras pesquisas com hidroginastica e deepwater, ainda em andamento, indicam algumas
diferencas no metabolismo dos praticantes, se comparados aos mesmos movimentos realizados
fora d’agua. Os resultados ainda sao preliminares, mas prometem trazer novidades muito
interessantes para diabéticos e para uma sociedade em processo de envelhecimento, que
demanda mais atencéo a saude e ao bem-estar.

Com pesquisas desse tipo, sempre priorizando a formacdo de novos cientistas, o grupo
coordenado por Luiz Fernando Kruel ja é reconhecido como um dos melhores do mundo, ao
lado de equipes do Japéo e da Espanha. Nada mais justo do que a homenagem do Brasil, com
esta Mencéo Honrosa do XXVI Prémio Jovem Cientista.
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CNPq

Com 62 anos de existéncia, o0 CNPq tem exercido um papel central no processo de formagéo e qualificacao
de recursos humanos, no Pais e no exterior, e no fomento a ciéncia, a tecnologia e a inovagéo, atuando na
formulagdo de politicas e contribuindo, de forma significativa, para o avango da fronteira do conhecimento,
do desenvolvimento sustentavel e da soberania nacional.

A concessdo de prémios € uma acdo tradicional do CNPq desde a década de 1970. O Prémio Jovem
Cientista, criado em 1981, tem sido estratégico uma vez que, ao impulsionar a capacitacdo de estudantes,
jovens pesquisadores e profissionais empenhados na busca de solugdes para 0s crescentes desafios da
sociedade brasileira, agrega valor a uma perspectiva ampliada da interacao ciéncia-tecnologia-sociedade, a
partir de uma atuacéo cientifica que tem na apropriagdo social do conhecimento um principio vital,

0 Prémio Jovem Cientista representa um grande estimulo para a ciéncia e a tecnologia no Brasil e apoia 0s
ganhadores com bolsas de estudo do CNPq, em diferentes modalidades (iniciagao cientifica junior, iniciacao
cientifica, mestrado, doutorado e pos-doutorado junior), para sua formagao académica e como incentivo ao
aprofundamento e continuidade de suas pesquisas.

Nossos jovens e talentosos cientistas sdo fundamentais nesse esforgo tdo cheio de desafios e incertezas.

SHIS Quadra 1 Conjunto B, Blocos A,B,Ce D
4&! CNP q Edificio Santos Dumont | Lago Sul | 71605-001 | Brasilia | DF

Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cier 6,

oo o Teenolégico Tel: 0800 619697 | www.cnpg.br
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GERDAU

A Gerdau ¢ lider na producéo de acos longos nas Américas e uma das maiores fornecedoras de agos longos
especiais no mundo. Possui mais de 45 mil colaboradores e operacgOes industriais em 14 paises, com
operacBes nas Américas, na Europa e na Asia, as quais somam uma capacidade instalada superior a 25
milhGes de toneladas de aco. E a maior recicladora da América Latina e, no mundo, transforma, anualmente,
milhes de toneladas de sucata em ago. Com mais de 140 mil acionistas, a Gerdau esta listada nas bolsas
de valores de Sdo Paulo, Nova lorque e Madri.

A empresa tem construido, ao longo de sua trajetoria, uma atuac@o sustentavel, promovendo o
desenvolvimento social, respeitando o meio ambiente e investindo em relagdes solidas e duradouras
com clientes, fornecedores, colaboradores, governos, outras empresas e entidades do terceiro setor.
Tudo isso com 0 objetivo de ganhos mutuos, que possibilitem crescimento continuo.

Como parte fundamental das contribuicdes para o desenvolvimento das comunidades, a empresa incentiva
o Prémio Jovem Cientista, uma parceria consolidada, na qual a Gerdau aposta com a convicgdo de que 0
caminho do desenvolvimento e da competitividade passa pela inovagao e pelo fomento a pesquisa cientifica,
especialmente dentro da sala de aula. Os jovens premiados no lnovagéo Tecnologica nos Esportes e nas
edicOes anteriores orgulham o Brasil pela seriedade e alta qualidade dos trabalhos. Todos os participantes,
do ensino médio e do ensino superior, demonstram disciplina e dedicacéo a Ciéncia. E preciso apoid-los se
quisermos ter um Brasil verdadeiramente competitivo, capaz de gerar solugdes eficazes e que resultem em
um desenvolvimento sustentavel.

Av. Farrapos, 1.811

90220-005 | Porto Alegre | RS
5 G E RDAU Tel: (1) 3323-2000 | www.gerdau.com.br
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GE

A GE é uma companhia de tecnologias avangadas, servicos e finangas que busca solucionar os desafios
mais complexos do mundo. Dedicada a inovacdes em energia, saude, transporte e infraestrutura, a
GE opera em mais de cento e sessenta paises e emprega cerca de 300 mil funcionarios globalmente.

No Brasil, a companhia mantém atividades ha 94 anos, com escritorios distribuidos em diversos
estados e unidades industriais em So Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais. Todos 0S negocios
industriais da GE estdo presentes no Brasil, empregando cerca de 8 mil funcionarios. A GE também
esta construindo no Brasil 0 seu quinto Centro de Pesquisas Global, que sera inaugurado no Rio de
Janeiro e ja trabalha para desenvolver solugoes de alta tecnologia para atender as necessidades locais
de infraestrutura. A escolha do Brasil reflete a convicgao sobre a capacidade criativa e inovadora dos
brasileiros.

Por acreditar na importancia do desenvolvimento cientifico, a GE patrocina e apoia o Prémio Jovem
Cientista, responsavel por estimular a pesquisa e a descoberta de solugdes inovadoras no Brasil. Para
a GE, apostar na criatividade ¢é essencial para o desenvolvimento da pesquisa e da ciéncia. Faz parte
do DNA da companhia apoiar o desenvolvimento de solugdes, ndo apenas para as questoes ligadas a
agua — que foi 0 tema da edi¢do 2013 do Prémio —, mas também temas que exijam inovacoes e ideias
capazes de levar entusiasmo, motivacao e qualidade de vida as atuais e futuras geragoes.

Av. Magalhaes de Castro, 4.800, 10° andar
05502-001, Sao Paulo, SP
Tel: 11 3067-8000 | www.ge.com.br
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FUNDAGAO ROBERTO MARINHO

Nos seus mais de 30 anos, a Fundagéo Roberto Marinho vem atuando nas areas ambiental, educacional e
cultural, criando modelos e metodologias que so replicados por meio de parcerias com agentes publicos
e privados.

S&o experiéncias como o Telecurso, que ja formou milhares de brasileiros na educagéo basica, ou o Canal Futura,
um projeto social de comunicagao 24 horas no ar, com a cara multicultural do Brasil.

A fundacéo ja fez campanhas de preservacédo do patrimonio, restaurou prédios, monumentos e documentos
e propds solugdes para a sustentabilidade de cada um. Ao perceber que patriménio é tudo aquilo que da
identidade a um povo, criou 0 Museu da Lingua Portuguesa, o primeiro do mundo dedicado a uma lingua.
Também concebeu 0 Museu do Futebol, que conta a histdria do Pais pelo viés socioldgico do futebol.

Trés novos museus serdo inaugurados no Rio de Janeiro e sintetizardo toda a trajetoria da instituicéo: o Museu
da Imagem e do Som, o Museu do Amanha e o Museu da Arte do Rio vao aliar educacéo, sustentabilidade,
tecnologia, meios de comunicagéo e cultura.

Num Pais que abriga 60% da Floresta Amazonica, seis biomas e 12% de toda a dgua doce do mundo, a
Fundacdo mantém no ar ha mais de 20 anos o Globo Ecologia, primeiro programa de televisdo totalmente
voltado voltado a questdes socioambientais.

A Fundacéo também produz, desde 1984, o Globo Ciéncia, primeiro programa semanal de divulgacéo cientifica
do Brasil, que visa desmitificar a Ciéncia. Em 2012, criou o Florestabilidade, um projeto de educacéo que visa
despertar vocag0es para carreiras ligadas ao manejo florestal e oferecer recursos pedagogicos para professores
e técnicos da extensdo rural da Amazonia.

E se orgulha de ser, ha mais de 30 anos, parceira do Prémio Jovem Cientista — iniciativa que, além de
estimular jovens talentos a experimentar, nos laboratorios, as formulas para um mundo melhor, ajuda,
sobretudo, a construir um Brasil mais sustentavel e desenvolvido.
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