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REsumo

Lemos Junior JR. Influéncia da variante Val66Met na expressdo do gene
brain-derived neurotrophic factor (BDNF) em resposta ao treinamento fisico
aerobio [Tese]. Sado Paulo: Faculdade de Medicina da Universidade de Séo
Paulo; 2015.

O fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) tem sido associado com a
angiogénese por meio do seu receptor especifico tropomiosina quinase B
(TrkB). Uma vez que ambos sdo expressos em células endoteliais
vasculares e o treinamento fisico aerdbio (TF) pode aumentar os niveis
séricos de BDNF, este estudo teve como objetivo testar as hipoteses de que:
1) Os niveis séricos de BDNF modulam o fluxo de sangue periférico; e 2) A
presenca do alelo Met no polimorfismo BDNF Val66Met prejudica o ganho
de vasodilatacdo por TF. Foram genotipados para o polimorfismo do gene
BDNF 304 voluntarios saudaveis do sexo masculino (ValééVval, n = 221;
Val66Met, n = 83) que foram submetidos a intenso TF em uma pista de
corrida 3 vezes/semana durante 4 meses. Foram avaliados pré e pés-TF as
concentragbes circulantes de BDNF e pr6-BDNF (ELISA), frequéncia
cardiaca (FC), presséo arterial média (PAM), o fluxo de sangue do antebraco
(FSA) e resisténcia vascular periférica (RVP). No periodo pré-TF, BDNF,
pr6-BDNF, a razdo BDNF/pr6-BDNF, FSA e RVP foram semelhantes entre
todos os genotipos. Depois do TF, a capacidade funcional (VOzpico)
aumentou e houve a diminuicdo da FC de repouso de forma semelhante em
ambos os grupos. O grupo Val66Val, mas ndo o Val66Met, aumentou 0s
niveis de BDNF (interacdo, p=0,04) e aumentou a razdo BDNF/pr6-BDNF
(interacdo, p<0,001). Curiosamente, as respostas do FSA (Interacao,
p=0,04) e da RVP (Interacdo, p=0,01), durante o exercicio handgrip, do
grupo Val66Val, apresentou melhoras quando comparado com o0 grupo
Val66Met, mesmo com respostas similares de FC e PAM. Outras analises
mostraram associacdo entre a razdo BDNF/pro-BDNF e FSA (R=0,64;
p<0,001) e RVP (R=-0,58; p<0,001). Estes resultados mostram que, em
resposta ao TF, tanto a reatividade vascular periférica quanto o BDNF
circulante s&o prejudicados pela presenca do polimorfismo Val66Met do
gene BDNF e esta responsividade estd associada as concentragfes de
BDNF sérico em individuos saudaveis.

Descritores: Polimorfismo BDNF Val66Met; Treinamento fisico; Reatividade
vascular.



ABSTRACT

Lemos Junior JR. Influence of Val66Met variant on brain-derived
neurotrophic factor (BDNF) gene expression in response to exercise training
[These]. Séo Paulo: "Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo”;
2015.

The neurotrophin Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) has been
associated with angiogenesis through its specific receptor tropomyosin-
related kinase B (TrkB). Since both are expressed in vascular endothelial
cells and aerobic training (ET) can increase serum BDNF levels, this study
aimed to test the hypotheses that: 1) Serum BDNF levels modulate
peripheral blood flow; and 2) The presence of the allele Met in the BDNF
Val66Met polymorphism impairs vasodilation gain by ET. We genotyped for
BDNF polymorphism 304 healthy male volunteers (Val66Val, n= 221,
Val66Met, n=83) which underwent to intense aerobic ET on a running track 3
times/week for 4 months. We evaluated pre and post ET serum BDNF and
proBDNF concentration (ELISA), heart rate (HR), mean blood pressure
(MBP), forearm blood flow (FBF) and forearm vascular resistance (FVR). In
the pre ET, BDNF, proBDNF, BDNF/proBDNF ratio, FBF and FVR were
similar between all genotypes. After ET, functional capacity (VOspeak)
increased and HR decreased similarly in both groups. Val66Val, but not
Val66Met, increased BDNF (Interaction, p= 0.04) and BDNF/proBDNF ratio
(Interaction, p<0.001). Interestingly, FBF (Interaction, p=0.04) and the FVR
(Interaction, p=0.01) responses during handgrip exercise improved in
Val66Val compared with Val66Met, even with similar responses of HR and
MBP. Further analyses showed association between BDNF/proBDNF ratio
and FBF (R=0.64, p<0.001) and FVR (R=-0.56, p<0.001). These results
show that peripheral vascular reactivity and serum BDNF responses to ET
are impaired by the BDNF Val66Met polymorphism and such responsiveness
is associated to the serum BDNF concentrations in healthy subjects.

Descriptors: BDNF Val66Met polymorphism; Exercise training; Vascular
reactivity.



1 INTRODUCAO



1 Introducéo 2

1  INTRODUGAO

As doencgas cardiovasculares constituem uma importante causa de
morte nos paises desenvolvidos e também naqueles em desenvolvimento, e
seu crescimento significativo alerta para o profundo impacto desta questao
nas classes menos favorecidas e para a necessidade de intervencdes
eficazes, de baixo custo e de carater preventivo’. Dados do IBGE indicam
gue as doencas cardiovasculares sao a principal causa de morte natural no
Brasil, refletindo um problema que afeta a sociedade mundial®. A crescente
incidéncia das doencas cardiovasculares no ultimo século originou uma
busca pelos fatores de risco e mecanismos fisiopatoldgicos, relacionados ao
seu desenvolvimento. Ainda que a genética e a idade tenham grande
importancia nessa evolucao, grande parte dos outros fatores de risco pode
ser influenciada por modificacbes no estilo de vida, de forma a reduzir os
eventos cardiovasculares e aumentar a sobrevida em pacientes portadores
de coronariopatias®.

Estudo sobre a mortalidade de policiais militares do Estado de Sao
Paulo®, ao tratar da mortalidade decorrente de causas definidas n&o
violentas, menciona que predominam, em ordem decrescente de incidéncia,
doencas do aparelho circulatério, neoplasias, doencas do aparelho digestivo,
e algumas doencas infecciosas e parasitarias. Ao detalhar a mortalidade
decorrente de doencas do aparelho circulatorio, a partir da andlise etaria, foi
constatado neste mesmo estudo que os soldados da PMESP, entre os 20 e
44 anos, apresentam cerca de metade das taxas de mortalidade da
populacdo paulista masculina de faixa etaria correspondente. Entretanto, em
idades mais avancadas, entre 45 e 54 anos, as taxas especificas de
doencas de aparelho circulatério em soldados sdo muito mais elevadas que
as encontradas na populacéo paulista, sendo 3,5 vezes maior na faixa etaria

de 45 a 49 e 2,9 vezes maiores na faixa etaria entre 50 e 54 anos.
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Estes numeros alarmantes nos indicam que, apds os 45 anos de idade,
os soldados da PMESP tém um declinio repentino e agudo da saude, no que
concerne ao funcionamento integro do aparelho circulatério, fato que é
refletido no aumento abrupto e significativo da taxa de mortalidade de nosso
efetivo, ultrapassando, inclusive, as taxas de mortalidade da populacéo
paulista. O mesmo estudo aponta que a taxa ajustada de mortalidade por
doencas cardiovasculares nos Soldados (168,2 mortes por 100 mil policiais
militares) foi duas vezes maior do que a da populacao paulista masculina.

A etiologia principal das doencas cardiovasculares é a aterosclerose,
enfermidade que se caracteriza pelo acumulo de lipoproteinas de baixa
densidade oxidadas e reducdo da biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO —
“Nitric Oxide”) na parede dos vasos sanguineos®. O NO é o principal
responsavel pela regulacédo do diametro dos vasos sanguineos e é liberado
pelas células endoteliais, cuja producdo € influenciada por mediadores
enddcrinos tais como a acetilcolina, estimulos mecanicos como a forca de
cisalhamento (ou “shear stress”) e disponibilidade do precursor do NO, a L-
arginina. Diferentes doencas cardiovasculares, como hipertensao arterial,
doenca arterial coronariana e insuficiéncia cardiaca cronica, estao
associadas com prejuizos na vasomotricidade e, por conseguinte, no fluxo
sanguineo®. Diversos fatores tém sido associados com a modulacdo do fluxo
sanguineo endotélio dependente, tais como a biodisponibilidade de L-
arginina, de tetraidrobiopterina (BH4), indices de LDL-colesterol e VEGF,
entre outros”.

Embora a proteina BDNF (“brain-derived neurotrophic factor”), um fator
neurotréfico derivado do cérebro, tem sido relacionada com a saude dos
neurdnios’, estudo recente demonstrou sua relacdo com o sistema vascular,
especificamente com a angiogénese, por meio da regulagdo por espécies
reativas de oxigénio (ROS)®. O BDNF é uma molécula encontrada em altas
concentracdes no hipocampo e cortex cerebral, tendo papel fundamental na
formacdo de memoria e proliferacdo celular de neurénios®. Enquanto o
BDNF promove sobrevivéncia neuronal e realga a plasticidade sinéptica pela
ativacdo de seu receptor tirosina quinase B (TrkB), seu predecessor pro-
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BDNF atua de maneira antagbnica, resultando em apoptose celular ao
interagir com o receptor p75 das neurotrofinas (p75NTR). Essa importante
funcdo demonstra que ambos estdo envolvidos em diferentes funcbes
fisioldgicas'®**.

Considerando o fato de que o gene BDNF e seu receptor TrkB séo
expressos em diversos tecidos e o6rgdos, tais como cérebro, coracéo,

pulmdes e tecido endotelial**™*3

, € provavel que o BDNF esteja implicado na
salude de outros tecidos além do tecido neuronal. Especificamente no
endotélio, além da ligacdo do BDNF com seu receptor de alta afinidade
TrkB'® ha, também, a expressdo do receptor p75, cuja ligacdo com o pré-
BDNF tem sido relacionada com apoptose de musculos lisos vasculares'®*°.
Esta localizacdo conjugada do BDNF-TrkB e pr6o-BDNF-p75 no endotélio
demonstra que a andlise da razdo BDNF/pr6-BDNF poderia se constituir
numa estratégia importante para avaliarmos se o equilibrio entre
plasticidade/sobrevivéncia e apoptose teria influéncia sobre o fluxo
sanguineo periférico. Devido a atuacdo fisiologica antagbnica existente entre
o BDNF e pr6-BDNF, alguns pesquisadores também optaram em realizar
estudos sob o0 prisma da razdo BDNF/pr6o-BDNF, em niveis de
agressividade®’, disordem bipolar e depress&o*®.

Atualmente, tem sido alvo de interesse cientifico uma variante do gene
BDNF em humanos, designada comumente como Val66Met, que ocorre em

20-30% da populacdo caucasiana’®??

. Val66Met € um polimorfismo de
nucleotideo Unico (SNP) responsavel pela substituicdo do aminoacido
Valina, na posi¢cdo 66 do cédon, por uma Metionina, fendmeno conhecido
por resultar numa resposta diminuida da producéo da proteina BDNF?*. Tem
sido reportado que individuos Met66Met e Val66Met tém menor suporte
neurotréfico de BDNF para plasticidade, como também prejuizos no trafego
intracelular e na secrecéo regulada em neurdnios, enquanto que individuos
Val66Val experimentam o inverso®?*. Juntos, estes fatores resultam em
menos BDNF produzido pelo sistema nervoso central (SNC) e quantidades
circulantes diminuidas desta neurotrofina em individuos Met66Met e

Val66Met?. Portanto, o polimorfismo Val66Met pode afetar as
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concentragbes séricas de BDNF e, consequentemente, influenciar a
atividade dos tecidos que contenham os receptores TrkB, sejam eles
neurbnios ou mesmo tecidos periféricos, como as células endoteliais
vasculares.

Estudos prévios tém demonstrado consistentemente que o treinamento
fisico aerébio (TF) aumenta as quantidades de BDNF circulante®®?. Da
mesma forma, jA estd bem estabelecido na literatura cientifica que o TF
melhora a vasodilatacdo endotélio-dependente®’, primariamente, pela
estimulacdo proveniente da forca de cisalhamento’® e por outros
mecanismos, tais como o aumento de acetilcolina®® e de catecolaminas
circulantes®. Todavia, dentre a multiplicidade de fatores genéticos que
podem interferir nestes fenétipos, ndo é conhecido se 0s niveis séricos de
BDNF modulam o fluxo de sangue periférico e se a presenca do alelo Met
prejudica o ganho de vasodilatagéo obtido pelo TF.

Pelo nosso conhecimento, até o presente momento, ndo ha estudo
clinico ou prospectivo que tenha examinado os efeitos do TF sobre os niveis
de BDNF e pr6-BDNF. Além disso, ndo é sabido se a resposta BDNF/pro-
BDNF ao TF poderia impactar na reatividade vascular periférica em
humanos. Deste modo, este trabalho tem por objetivo estudar se os niveis
circulantes de BDNF, sob o prisma da razdo BDNF/pr6-BDNF, podem
modular o fluxo sanguineo periférico e se a presenca do alelo Met, do
polimorfismo Val66Met do gene BDNF, pode prejudicar eventuais

adaptacdes na vasodilatacdo periférica, em resposta ao TF.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O-reflexo dafrequéncia cardiaca na saude

A frequéncia cardiaca (FC) € considerada um dos sinais vitais mais
importantes do organismo. por causa de sua relevancia, esta presente na
maioria dos exames que envolvem o TF, pois a andlise das suas ondula¢des
é importante no diagndstico de possiveis doengas coronarianas e estado
geral de saude do individuo®. A FC de repouso é utilizada como referéncia
para condicdo funcional do organismo. A FC de repouso e a FC maxima
(predita, maxima atingida no teste ergométrico ou maxima atingida
ergoespiromeétrico) sédo utilizadas para o céalculo das faixas de intensidade
durante o TF. Os baixos valores da FC de repouso refletem uma boa
condicao funcional, e o contrario disso pode indicar disturbios fisiologicos e
doencas cardiovasculares®".

Uma baixa FC oferece ao organismo uma protecdo cardiovascular
enquanto que uma elevada FC de repouso esta correlacionada com
mortalidade por doencas cardiovasculares e é considerada como fator de
risco independente para o desenvolvimento de doengas cardiovasculares,
assim como o sdo o tabagismo, a hipertenséo e a dislipidemia®:. Um recente
trabalho apontou que jovens brasileiros do sexo masculino com FC de
repouso acima de 80 bpm apresentaram, pelo menos, 04 fatores de risco
(hipertenséo, obesidade abdominal, sedentarismo e sobrepeso) para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares®. Estudos fisiopatolégicos
indicam que uma alta FC de repouso tem efeitos deletérios no sistema
cardiovascular, que resultam em isquemia miocardica, arritmias ventriculares
estdo associadas com disfuncdo endotelial e progressdo da

arterioesclerose®.
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2.2 O-reflexo dos niveis de VOgpico na saude

Quando o ser humano se movimenta, seja de forma recreacional, acao
esta atualmente caracterizada como atividade fisica, ou de forma
sistematizada e planejada para alcancar determinadas intensidades de
esforco durante periodos de tempo especificos, acdo denominada exercicio
fisico, € provocado um aumento no metabolismo energético para suprir a
demanda do sistema cardiovascular.

A aptiddo aerébia depende dos componentes pulmonares,
cardiovasculares, dos componentes hematolégicos do fornecimento de
oxigénio e dos mecanismos oxidativos do musculo em exercicio. O consumo
maximo de oxigénio (VO méax), a taxa mais alta de oxigénio que um
individuo consegue consumir durante o TF, & amplamente reconhecida
como a melhor medida da aptiddo aerébia®.

O Teste Ergoespirométrico ou Teste de Esforco Cardiopulmonar
Méaximo ou (TECP), teste constantemente utilizado na pratica clinica, é um
instrumento simples que possibilita, por meio da avaliacdo da atuacao
hemodinamica, ventilatéria e metabdlica, verificar com antecedéncia o risco
cardiovascular em diversas condicdes de saude®®. Dentre os principais
indicadores obtidos no TECP e com potencial valor da aptiddo aerdbia,
podemos citar a avaliacdo da capacidade funcional, por meio da
determinacdo do consumo méximo de oxigénio (VOZ2pico), determinado no
pico do esforco®’. A capacidade funcional representa o ajuste do débito
cardiaco para atender a crescente demanda metabdlica durante o
exercicio®.

Uma vistosa pesquisa em modelo longitudinal prospectivo mostrou que
ha um aumento de 12% na sobrevida de homens adultos, para cada 1
unidade metabdlica (MET) adicional no VO,pico medida no TECP®. Ainda
neste segmento, outros estudos tém indicado que a aptidao aerdbia esta
inversamente relacionada com a mortalidade por qualquer causa®*“*. O
treinamento de endurance melhora a aptiddo aerdbia e pode prevenir o
desenvolvimento de doenca arterial coronéria, pois este tipo de atividade
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melhora a capacidade funcional pelo aumento no transporte de oxigénio e
sua utilizacdo pelos musculos esqueléticos, o que ira resultar numa
alteracdo no metabolismo das lipoproteinas, na coagulacdo sanguinea e na
atividade fibrinolitica*!, portanto, quanto maior o VO,pico, menor o risco de
morte por doencgas, sejam cardiovasculares ou por outras enfermidades.

A Tabela 1 mostra como sao os valores de VO,max (aptiddo aerdbia)
de pessoas de diversas faixas etarias, segundo sua condicdo sedentaria ou
ativa, conforme diferentes modalidades esportivas. Podemos observar que

existe uma menor capacidade aerdbia por parte das pessoas sedentarias*.

Tabela 1 - Valores de consumo méaximo de oxigénio (VO,max) de individuos
sedentarios nas diversas faixas etarias e de diferentes grupos de atletas

VO,max (ml/kg/min)

Grupo ou Esporte Idade (anos)
Homens Mulheres
10-19 47-56 38-46
20-29 43-52 33-42
Sedentarios 30-39 38-49 30-38
40-49 36-44 20-35
50-59 34-41 24-33
60-69 28-35 20-27
Fisiculturismo 20-30 38-52
Corrida 18-35 60-85 50-75
Natagdo 15-25 50-70 40-60
Ciclismo 18-26 62-74 47-75
Futebol 20-32 42-60 40-53

Adaptado de Denadai, 1995™

2.3 TF e o endotélio

O exercicio fisico desencadeia uma série de adaptacdes fisioldgicas,
caracterizadas por uma sequéncia de ajustes hemodinamicos para suprir as
necessidades metabdlicas dos tecidos em atividade. Dentro deste quadro,
as alteracbes ocorridas nos vasos sanguineos resultantes do aumento do

débito cardiaco incluem vasoconstricdo em regifes nao envolvidas no
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exercicio em conjunto com uma vigorosa vasodilatagdo dos vasos
sanguineos na musculatura esquelética®. Estimulos simpaticos geradores de
vasoconstricdo sao atuantes na resisténcia vascular periférica como um
todo, entretanto, na musculatura em atividade durante a prética de TF, tais
mecanismos vasoconstritores sdo sobrepujados pelas acbes vasodilatadoras
locais endotélio-dependentes, com isso, ocorre o aumento do fluxo
sanguineo somente nos tecidos com maior demanda metabdlica®.

A pratica de TF € conhecida por provocar uma melhora da reatividade
vascular periférica pelo consequente aumento do fluxo sanguineo durante o
exercicio®®, resultante, principalmente, do aumento da producdo de NO* e
da resposta vasodilatadora endotelial no musculo®™, a qual tem sido
positivamente correlacionada com o VO,pico*®, sugerindo, assim, uma

relacdo entre a capacidade vasodilatadora e a capacidade funcional.

2.4 Sistema nervoso autondmico

O sistema nervoso autondémico tem componentes simpaticos e
parassimpaticos. A estimulacdo simpética ocorrendo em resposta ao
estresse exercicio e a doenca cardiaca causa um aumento na FC resultante
do aumento da frequéncia de disparos das células marca-passo no nodo
sinoatrial cardiaco. A atividade parassimpatica primariamente resulta da
funcado de 6rgaos internos, trauma, reacoes alérgicas e inalacao de irritantes,
além de diminuir a frequéncia de disparos das células marca-passo, por
conseguinte da FC, promovendo, assim, um equilibrio regulatorio na funcéo
autondmica fisiolégica®’.

Diferentes mecanismos operam para ajustar a FC nos distintos
momentos do TF. No inicio do exercicio, ocorre uma inibicdo ou “retirada”
vagal com o concomitante e progressivo aumento da entrada modulatéria
simpética proveniente da liberagdo de noradrenalina nas terminagdes
nervosas e adrenalina na circulagdo, vinda das suprarrenais. Essas

catecolaminas irdo se ligar aos receptores adrenérgicos em todo o
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organismo®®. No tecido muscular cardiaco, a ligacdo com os receptores do
tipo B1 resulta no aumento da FC, facilitando a condugao atrioventricular,
aumentando a forca da contratilidade atrial e ventricular. Nas paredes dos
vasos sanguineos, a ligacado da noradrenalina com os receptores do tipo a; e
ap-adrenérgicos provoca vasoconstricdo, levando a reducdo da capacitancia
venosa e ao aumento do retorno venoso, aumentando, assim, a pressao
arterial sistdlica®.

Essa ativacdo simpatica aumenta juntamente com o aumento da
intensidade durante o esforco, que reflete o aumento da necessidade
metabdlica do corpo em exercicio de forma progressiva, atingindo seu

maximo no pico do esforco®.

2.4.1Variabilidade da frequéncia cardiaca

Pela facilidade de mensuracédo, o comportamento FC tem sido bastante
estudado durante diferentes tipos e condicfes associadas ao TF. A FC é
controlada primariamente pela atividade direta do sistema nervoso autonomo
(SNA), por meio de seus ramos simpatico e parassimpatico sobre a
autorritmicidade do nédulo sinusal, com predominéncia da atividade vagal
(parassimpética) em repouso, que € progressivamente inibida com o
exercicio, e simpatica intensificada pelo incremento da intensidade do
esforco.

A Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (VFC) é um reflexo confiavel
de muitos fatores fisiologicos modulando o ritmo normal do coragéo. De fato,
eles provém um meio poderoso de observacdo da interface entre os
sistemas nervoso simpatico e parassimpatico. Isso mostra que a estrutura
geradora do sinal ndo é completamente linear, mas também envolve
contribui¢cdes nao lineares. FC é um sinal ndo estacionario e sua avaliagéo
pode conter indicadores de doencas atuais ou avisos sobre doencas
cardiacas iminentes. Os indicadores podem estar presentes a todo momento

ou podem ocorrer aleatoriamente, durante certos intervalos do dia°.
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As diretrizes sobre os padrées de mensuracao, interpretacao fisioldgica
e uso clinico da VFC, publicados pela forca tarefa da Sociedade Europeia de
Cardiologia em conjunto com Sociedade Norte Americana de Ritmicidade e
Eletrofisiologia, publicadas no Jornal Europeu do Coracdo®’, afirmam, desde
1996, que a VFC versa sobre os intervalos entre os batimentos, mais
precisamente, entre os intervalos R-R, analisando, neste contexto, duas
variaveis principais, o fator tempo, correlacionando os milessegundos entre
tais intervalos R-R; e o fator frequéncia, decompondo as influéncias da alta
frequéncia, baixa frequéncia e muito baixa frequéncia. Desta forma, tais
informacdes indicam o grau de influéncia do parassimpatico (alta frequéncia)
e do simpatico (razdo baixa frequéncia/alta frequéncia). As contribuicdes
ritmicas separadas das atividades simpaticas e parassimpaticas modulam a
FC de intervalos R-R no complexo QRS do eletrocardiograma (ECG) em
frequéncias distintas. A atividade simpética estd associada com a escala de
baixa frequéncia (0,04-0,15Hz), enquanto que atividade parassimpatica esta
associada com a escala de alta frequéncia (0,15-0,4Hz) na frequéncia de
modulacdo do coracdo. Esta diferenca na frequéncia das escalas permite
que a andlise da VFC verifigue separadamente as contribuicdes evidentes

do simpatico e parassimpatico®.

2.4.2 Simpatico e parassimpéatico no coracao

O funcionamento do coracdo depende da atuacdo conjunta de uma
série de estruturas®?, que, muitas vezes, compreende fatores que podem
funcionar antagonicamente, como a acetilcolina, neurotransmissor ligante do
sistema parassimpatico, atuante nos processos relativos a desaceleracdo
cardiaca e a adrenalina, ligante do sistema simpatico e atua nos processos
de aceleracao cardiaca®.

Ao se analisar a influéncia sobre o marca-passo do noé sinoatrial, nota-
se que a acao da acetilcolina tem predominancia sobre a acédo da

adrenalina, devido ao fato de que a acetilcolina atenua o aumento nas



2 Revisao da Literatura 13

concentracdes intracelulares de adenosina monofosfato ciclico (AMP-c),
inibindo, assim, os efeitos da estimulacéo dos receptores B-adrenérgicos™.
Uma substancia aumenta os batimentos cardiacos enquanto a outra diminui
e ambas sdo igualmente importantes para a saude cardiaca, sendo que sua
modulacdo se torna importante para a nossa saude no dia a dia.

A interacdo entre o0 sistema nervoso simpatico e parassimpatico
cardiaco pode ser avaliada por meio da analise do ritmo cardiovascular com
apropriadas metodologias espectrais®'.

Neste panorama, € importante destacar o papel das neurotrofinas,
caracterizadas como proteinas atuantes na saude dos neurdnios, central e
perifericamente, além do que uma delas particularmente, o BDNF, tem sido
relacionada & salde cardiaca®. Ansiedade, por exemplo, é um conhecido
fator de risco para morbidade cardiovascular com disfun¢gdo autondmica. Um
corpo emergente de pesquisadores tem demonstrado que desordens de
ansiedade, particularmente doenca do panico, desordens de ansiedade
generalizadas e estresse poés-traumatico estdo associados com reduzida
modulagdo vagal e atividade simpéatica aumentada. Apesar do papel
especifico do BDNF na fisiopatologia da ansiedade permanecer obscuro, as
associacfes entre ansiedade e disfuncdo autonémica sugerem que esta
neurotrofina tem um papel importante no sistema autonémico>. Portanto,
sera capitulado a partir daqui, sequencialmente, o que sao neurotrofinas e
sua atuacdo na saude cardiaca e cerebral, com énfase ao BDNF e suas

peculiaridades genéticas.

2.5 Neurotrofinas

Os fatores neurotréficos compdem duas principais familias: a das
neurotrofinas e a do fator neurotréfico derivado da glia, cujos componentes
podem atuar de forma isolada ou conjuntamente nos processos de
regeneracdo de fibras nervosas lesadas. A familia das neurotrofinas
compreende peptideos com grande homologia estrutural sintetizados
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inicialmente como proé-neurotrofinas. Estas sao clivadas para a formacao de
proteinas  biologicamente ativas, apresentando-se, entdo, como
homodimeros covalentes. Os principais componentes da familia das
neurotrofinas séo: o fator neurotréfico derivado do cérebro, BDNF>’; o fator
de crescimento neural, NGF>’; a NT-3® e a NT-4/5°,

Neurotrofinas ou fatores troficos séo polipetideos que, por meio de
receptores especificos, agem no desenvolvimento, na sobrevivéncia e na
manutencdo dos neurbnios. O primeiro fator neurotréfico descoberto foi o
BDNF, que foi isolado pela primeira vez oriundo do cérebro de porcos, sendo
0 mais abundante da familia dos fatores que provocam o crescimento
nervoso®.

Diversas linhas de pesquisa tém relacionado a biodisponibilidade deste
neurotrofico com resultados benéficos a saude, constituindo-se em um
polipeptideo fundamental para o desenvolvimento do sistema nervoso. E
responsavel por importantes funcdes no cérebro adulto, relacionando-se
com o desenvolvimento, a sobrevivéncia e a diferenciacdo neuronal®. O
BDNF exerce acOes neuroprotetoras em doencas neurodegenerativas,
varios estudos tém mostrado uma possivel associacao entre baixos niveis
de BDNF e neuropatologias como a depressado, a esquizofrenia, o mal de

Alzheimer e a esclerose mdltipla®.

2.5.1BDNF e vias de sinalizacao

As neurotrofinas exercem seus efeitos por meio de receptores do tipo
Tirosina Quinase, existem 3 categorias destes receptores: trk A, trk B e trk C.
Cada um deles apresenta uma maior afinidade para substancias distintas,
sendo que o BDNF se liga ao receptor trk B. Todas as neurotrofinas podem
se ligar a receptores p75, entretanto, a afinidade é menor®.

Apos estar ligado ao receptor trk B, o BDNF desencadeia uma cascata
de reagbes associadas com outros sinais moleculares, tais como o PI3K,
AMPc, CREB, Sinapsina | e CaMK 11%,
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PIBK ou fosfatidilinositol 3 quinase é um dos principais sinais
moleculares ativados apos a ligagdo do BDNF ao seu receptor trk B, sua
acdo inibe as atividades da proteina GSK3-b (glicogen synthase kinase 3)
parte dos efeitos protetores das neurotrofinas decorre desta inibicao,
resultando numa maior atividade de outros sinais moleculares como o AMPc,
CREB e maior biodisponibilidade de Ca++ intracelular®.

O AMPc ou adenosina monofosfato ciclica trata-se de um importante
segundo mensageiro tendo como uma de suas principais funcdes a ativacao
de uma outra enzima, a PKA, que é uma enzima quinase dependente da
AMPc, a qual integra as alteragbes rapidas da neurotransmissdo em
mudancas neurobioldgicas de longa durag&o®®.

A CREB ou elemento responsivo da ligacdo proteica também esta sob
a acao regulatoria do BDNF e foi o que melhor descreveu os estimulos
induzidos nos fatores de transcricdo, envolvidos na responsividade
adaptativa e memoéria em longo prazo. Os niveis de (CREB) mRNA
aumentam em proporcdo aos hiveis de (BDNF) mRNA, com maior

expressividade no sistema nervoso central®’

. A CREB € uma proteina que se
localiza no nucleo da célula, usualmente na forma inativa, sendo ativada por
uma série de proteinas quinases, como a PKA, a MAPK ou CaMK. Apés
ativada, a CREB promove a producdo de RNAmM ao ligar-se a um
determinado sitio na regido promotora de genes-alvo, com a formacéo de
proteinas que podem alterar permanentemente a estrutura ou funcdes em
regides especificas do cérebro®.

Sinapsina | € uma vesicula fosfoproteica de quem a sintese e
fosforilacdo sdo regulados pelo BDNF, ela contribui para a plasticidade
singptica modulando o transmissor de liberagcdo e prolongamento axonal,
constituindo-se em um modulador sinaptico da agcdo do BDNF, com acao
preponderante no sistema nervoso periférico®"°.

CaMK 1l ou calciomodulina ativada proteina quinase 1l tem uma
conexdo bem estabelecida com o sistema BDNF, podendo ter relacéo direta
na expressao do neurotréfico e CREB, com isso, pode impactar a memoria e

a aprendizagem. A CaMK Il tem sido descrita como interruptor molecular da
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memoria e também esta sob controle regulatério do BDNF, atuando no
sistema nervoso central .

A variacdo dos niveis de Ca++ intracelular modula a plasticidade
sindptica, a sobrevivéncia e morte celular. De fato, a sinalizacdo de Ca++
interage com diversas outras cascatas de sinalizagao, incluindo as vias do
AMPc e PI3K. Além disso, o calcio pode interagir com outras proteinas
regulatorias, como a calmodulina, formando complexos que modulam a
atividade de outras proteinas importantes, incluindo as proteinas quinases

dependentes de (CaMKs) célcio-calmodulina’.

2.5.2BDNF e o sistema nervoso

O BDNF é descrito como a neurotrofina mais abundante no sistema
nervoso central, tanto com relacdo a quantidade quanto a distribuicdo, sendo
seus mais altos niveis encontrados no hipocampo, cerebelo e cortex.
Também atua como modulador da plasticidade sinptica, nos processos de
crescimento, diferenciacdo e sobrevivéncia das células do sistema nervoso,
na producdo de neurotransmissores ao regular excitabilidade neuronal. O
BDNF é produzido pré-sinapticamente nos corpos celulares dos neurdnios
sensoriais projetados no corno dorsal, enquanto que no hipocampo €
produzido predominantemente pelos dendritos pds-sinapticos’>.

Na periferia, 0 BDNF sérico é encontrado nas plaquetas do plasma
sanguineo e é formado pelas células do endotélio vascular e pelas células
sanguineas mononucleadas periféricas. Apesar do tamanho da proteina,
27kDA, o BDNF pode atravessar livremente a barreira hemato-encefalica em
ambas as direcdes, tanto do cérebro para a periferia quanto da periferia para
o cérebro, via alta capacidade de saturacdo do sistema transportador”®.

No sistema nervoso periférico, o BDNF ainda apresenta um papel
adicional, atuando na regeneracdo axonal. O sistema nervoso periférico
apresenta condi¢cfes favoraveis a regeneracao, existe a presenca da matriz

extracelular, que constitui um fator significativo no processo de regeneracéo
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de fibras nervosas periféricas. Células-alvo de neurdnios, além de células de
schwann, fibroblastos e macréfagos podem constituir suporte trofico.
Diversos fatores expressos por estas células sdo importantes no processo
regenerativo, com atividades estimuladoras e inibidoras”.

BDNF e outros fatores tréficos podem ter um papel na prevencdo de
morte neuronal ao atuar na neurorregeneracdo. Isso promove o0
desenvolvimento de neurbnios imaturos e realca sua sobrevivéncia em
adultos. Sua presenca parece necessaria aos potenciais de longa duracéo
apropriados, pois animais com uma delecdo genética ao gene do BDNF
falham ao exibi-lo, entretanto, quando houve aplicacdo de BDNF exdgeno,

os potenciais de longa duracdo foram restaurados’®.

2.5.3BDNF e exercicio fisico

Segundo Cotman e Berchold®, o exercicio fisico aumenta a circulagéo
sanguinea cerebral, favorecendo a sintese de BDNF, aumentando seus
niveis, estimulando, assim, a neurogénese, 0 aumento da resisténcia aos
insultos cerebrais, e melhoria no aprendizado e no desempenho mental.
Aliado a estes fatos, o TF € reconhecido por aumentar as moléculas-chave
envolvidas na sinalizacdo do BDNF, beneficiar a neuroplasticidade, além de
aumentar a expressao do neurotréfico. Houve estudos experimentais em que
foram investigados potenciais mecanismos pelos quais 0s exercicios podem
promover mudancas na plasticidade neuronal, via modulacdo de
neurotrofinas.

Roedores foram expostos a roda de correr voluntaria de 3 a 7 dias,
ap0s o que suas medulas espinhais lombares e muasculo séleo foram
avaliados para mudancas no BDNF, além disso, foram analisados os sinais
de transducdo trk B e efeitos decorrentes da acdo do BDNF na plasticidade
sinaptica. Na ocasido, Gomez-Pinilla®’, ao dosar tanto o BDNF circulante
quanto o cerebral, constatou que houve um aumento da producdo do BDNF
e seus canais de ligacéo Sinapsina |, AMPc e CREB.
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Em humanos, os niveis séricos de BDNF foram significativamente
elevados em resposta ao exercicio. Um aumento observado durante o teste
de exaust&o na rampa foi correlacionado com a intensidade do exercicio’’.

Em uma pesquisa em humanos envolvendo 16 pessoas oriundas da
China, sendo 8 homens e 8 mulheres sem historico de doengas psiquiatricas
ou neurologicas, com idade entre 19 e 30 anos, os individuos realizaram um
protocolo de exercicios de “step”, com duracdo de 15 minutos, sendo que o
BDNF circulante foi dosado logo apds o término do exercicio, e apés 25 e 50
minutos. Interessantemente, foi constatado um aumento significativo do
neurotréfico durante os 3 periodos’®.

Castellano”® realizou estudo envolvendo 22 pessoas, submetendo-as a
um protocolo de exercicios aerobios a 60% do VO2max, 3 vezes por
semana durante 8 semanas. O grupo era constituido por 11 pessoas com
esclerose mdltipla e 11 pessoas saudaveis. O sangue dos participantes foi
analisado antes dos exercicios, 30 minutos, 60 minutos e 90 minutos apos.
No estudo, foi dosado o BDNF circulante antes do inicio do protocolo, 4
semanas e 8 semanas apés. Com 4 semanas de treinamento, 0 grupo com
esclerose multipla apresentou aumentos substanciais de BDNF, superando
inclusive 0 aumento apresentado pelos individuos saudaveis. Apos a oitava
semana, ambos 0s grupos apresentaram um aumento significativo da
proteina dosada, entretanto, o grupo saudavel apresentou indices mais
elevados.

Em 2003, Gold® j& havia realizado um estudo similar, entretanto, apés
dosar o BDNF circulante, encontrou um aumento igual em todos 0s grupos.

Em 2006, Vega® estudou os efeitos do exercicio na dosagem do BDNF
circulante. Oito atletas do sexo masculino foram submetidos a um protocolo
de exercicios aerdbios, em teste incremental de rampa até a exaustdo,
durante 1 dia. Foi constatado um aumento significativo do BDNF durante o
teste, enquanto os atletas estavam se esfor¢cando, entretanto, 10 minutos
apos o inicio do teste, os niveis praticamente tinham regredido até o nivel

anterior ao exercicio.



2 Revisao da Literatura 19

Os efeitos do treinamento de endurance e treinamento de forca sobre
os niveis de BDNF foram estudados por Schiffer®, em que 27 jovens
saudaveis foram divididos em 3 grupos, compostos por 9 individuos cada:
grupo controle, grupo forca e grupo endurance. O protocolo consistiu de
treinamento 3 vezes por semana nos grupos endurance e treinamento de
forca, durante 12 semanas. Entretanto, ao final, o BDNF circulante foi

dosado e nao houve alteracdes significativas em nenhum dos grupos.

2.5.4BDNF, exercicio e funcao endotelial

Neste momento, faz-se necessario analisar duas questdes
apresentadas anteriormente. A primeira é a de que parte do BDNF sérico é
significativamente produzido pelas células endoteliais®, a segunda questéo
€ a de que o BDNF tem livre passagem pela barreira hemato-encefalica,
tanto da periferia para o cérebro quanto do cérebro para a periferia®*. E
sabido que o TF esta relacionado com o aumento das células endoteliais?’.

O exercicio fisico aerébio promove efeitos benéficos a saude, dentre
eles, a melhora da funcdo endotelial, a qual est4 associada a uma maior
biodisponibilidade de Oxido Nitrico?’. Alguns estudos tém examinado os
efeitos do exercicio nas mudancas morfolégicas dentro do endotélio, tais
como o aumento da area capilar luminal e do nimero de vesiculas do
plasma®. O Oxido Nitrico, que atua como um potente dilatador da
musculatura lisa dos vasos, é sintetizado e liberado pelo endotélio por
estimulos como a tensao de cisalhamento, causada pelo aumento do fluxo
sanguineo, o que vai determinar um aumento na luz dos vasos®®.

Sinais fisicos e quimicos estimulam a resposta endotelial, os exercicios
aumentam a FC durante o treinamento, o sangue entra em atrito com 0s
vasos mais acentuadamente, causando o0 estresse de cisalhamento,
chamado de "shear stress", que é um importante estimulador da producéo
de Oxido Nitrico pelo endotélio, estimulando, assim, a vasodilatac&o®’,
Quando uma pressao é aplicada sobre um fluido, as camadas de moléculas
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deslizam umas sobre as outras e isso é chamado de cisalhamento, a forca
que faz com que as camadas deslizem umas sobre as outras é chamada de
tensdo, ou estresse de cisalhamento®.

Estes fatos nos levam a crer na possibilidade de que o acréscimo de
células endoteliais provocado pelo TF pode resultar no aumento do BDNF
sérico, o qual tem livre passagem pela barreira hemato-encefélica,
beneficiando, entdo, tanto o sistema nervoso periférico quanto o sistema

nervoso central.

2.5.5Gene BDNF e a variante Val66Met

O BDNF é produzido pelo gene BDNF, localizado no braco curto (p) do
cromossomo 11 (11p13), um polimorfismo genético caracterizado como
funcional, em que ocorre a troca do aminoacido Valina por uma Metionina no
cédon 66 da proteina codificada pelo gene. O polimorfismo Val66Met tem
sido largamente estudado.

Em humanos caucasonoides, estima-se que, de 20 a 30%, apresentem
0 genotipo heterozigoto (Val66Met), enquanto apenas de 2 a 3% apresentam
0 genétipo homozigoto (Met66Met), o que dificulta os estudos desta
variante®.

Sujeitos portadores do gendtipo Val66Met apresentam respostas
deficitarias a estimulos de aprendizagem, quando comparados com o0s
19,

portadores do gendtipo Val66Va O polimorfismo Val66Met esta

relacionado com memoria episédica empobrecida, baixa producéo de BDNF.
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Fonte: National Center of Biological Information (NCBI)
Figura 1 — Posi¢cdo do Gene BDNF no cromossomo 11

A presenca do alelo Met afeta a anatomia cerebral implicando em
menor volume no hipocampo e no coértex pré-frontal, duas regides
relacionadas especificamente com a expresséo de BDNF.

O alelo Met do gene BDNF est4 associado com uma reducéo de 11%
do volume do hipocampo, o que pode representar um fator de
vulnerabilidade para o desenvolvimento de doengas, como o mal de
Alzheimer e depressdo, ambas relacionadas com a disfuncdo desta regido
cerebral®™.

A relagéo entre o polimorfismo do gene BDNF e tendéncias suicidas
entre pacientes bipolares foi investigada®®. O estudo apresentou como
conclusdo que, dos 169 integrantes da amostra (80 Val66Met), 23 tém
tendéncias suicidas (28,8%), de 36 Met66Met 14 tém tendéncias suicidas
(38,9%) e de 53 Val66Val apenas 6 tém tendéncias suicidas (11,3%),
demonstrando, assim, uma predisposi¢cdo maior ao suicidio, entre pacientes

bipolares com a presenca do alelo Met, com o percentual total de 67%.
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Quanto a secrecédo constitutiva do BDNF, ndo existe diferenca entre os
alelos Met e Val, entretanto, a secrecédo regulada da proteina € severamente

reduzida na presenca do alelo Met®*.

2.5.6 BDNF e sua influéncia no sistema autondomico

Esta baixa concentracdo de BDNF circulante, peculiar aos individuos
portadores do alelo Met, tem sido constantemente associada a algumas
anormalidades fisiol6gicas, tais como: desbalanco simpatovagal, devido,
possivelmente, a acdo do BDNF no sistema autonémico, influenciando nao
somente 0s neurbnios serotonérgicos, mas também o0s neurbnios
adrenérgicos e colinérgicos atuantes nos sistemas simpatico e
parassimpatico®®, deficiéncia embrionaria de BDNF prejudica severamente o
desenvolvimento de vasos intramiocardiacos e podem levar a uma
hipocontratilidade cardiaca®®, escassas quantidades de BDNF também
foram associados a obesidade, diabetes tipo 2, doencas cardiovasculares,

doencas neurodegenerativas e depress&o®.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar o efeito do treinamento fisico nos niveis de BDNF
circulantes, sob o prisma da razdo BDNF/pr6-BDNF, bem como, sua
influéncia na modulacdo autondémica e na resposta vascular periférica em
jovens saudaveis sedentarios, portadores do polimorfismo Val66Met do gene
do BDNF.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar o nivel de aptiddo aerébia, antes e depois do TF, por meio do
exame cardiopulmonar de esforco;

e Avaliar a FC de repouso e a atividade autonémica cardiaca por meio
da variabilidade da FC de repouso no dominio do tempo e no
dominio da frequéncia e seus componentes de alta frequéncia (HF,
predominio parassimpatico), de baixa frequéncia (LF) e a razao
LF/HF (balanco simpatovagal) pelo registro continuo da FC no
ECG, antes e depois do TF;

eRealizar a genotipagem e identificar a presenga do polimorfismo
Val66Met do BDNF, em jovens saudaveis.

e Dosar a proteina BDNF circulante, antes e depois do TF.
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4 METODOLOGIA

4.1 Amostragem

Para o desenvolvimento deste estudo, foram pré-selecionados 317
voluntarios pertencentes ao efetivo em processo de formacéo pela Policia
Militar do Estado de S&o Paulo. Os individuos foram submetidos a exames
clinicos para determinar seu estado de saude quanto a presenca de
desordens cardiovasculares, enddcrinas e metabdlicas, ndo apresentando
nenhuma anormalidade. Nossa amostra, portanto, foi composta por
individuos saudéaveis que foram submetidos a exames meédicos, realizados
no Centro Médico da Policia Militar, durante o processo de ingresso nas
fileiras da Policia Militar do Estado de S&o Paulo, sendo esta uma das
principais etapas que compdem o concurso para Soldados.

Foram selecionados individuos sem histérico de doencas, do sexo
masculino, idade entre 19 e 36 anos, ndo tabagistas e que nado tivessem
utilizado medicamentos nos 03 meses que antecederam o estudo. O critério
de exclusdo foi estar praticando atividade fisica regularmente (3 a
4x/semana) nos ultimos 6 meses. Dentre aqueles que se enquadraram nos
critérios do estudo, apds assinarem o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido de acordo com as normas que regem o0s estudos experimentais
com seres humanos, os individuos foram convidados para participar deste
estudo. Participaram do estudo ingressantes na Escola Superior de
Soldados da Policia Militar por 4 anos consecutivos. Um total de 304
individuos completaram o protocolo de treinamento fisico e, apos isso, foram
genotipados para a presencga do polimorfismo Val66Met do gene BDNF. Este
protocolo de pesquisa foi aprovado pela Comiss&o de Etica para Anélise de
Projetos de Pesquisa (CAPPesq) do Hospital das Clinicas e da Faculdade

de Medicina da Universidade de Sao Paulo sob o nimero 0714/10.
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4.2 Medidas e procedimentos

Os voluntéarios foram orientados a se absterem do consumo de cafeina
e alcool 24 horas antes da realizacdo dos exames. Os procedimentos
adotados nesta pesquisa foram constituidos pela coleta sanguinea para
extracdo de DNA, e armazenamento de amostras de soro e de plasma. Em
adicdo, todos os voluntarios foram submetidos aos exames de avaliacao
cardiopulmonar de esforco (ergoespirometria), e avaliacdo do fluxo
sanguineo muscular (pletismografia de oclusdo venosa) durante o exercicio
isométrico de preensdo de méo (handgrip). Apds os 4 meses de treinamento
fisico aerébio de média/alta intensidade, novas aliquotas de sangue foram
coletadas para extracdo de DNA e armazenamento de amostras de soro e
de plasma. Os exames de ergoespirometria e avaliagcdo do fluxo sanguineo
muscular foram repetidos.

Para atender aos objetivos propostos no estudo:

1) Foi realizada a andlise das quantidades circulantes de BDNF e do
pr6-BDNF no plasma sanguineo pré e pos-TF;

2) Foi realizado o registro da FC de repouso, para o estudo do
balanco autonémico, o registro da pressao arterial média e do fluxo
sanguineo muscular pré e pos-TF;

3) Apos a finalizacdo de todos os exames e do TF, os individuos

foram genotipados para a variante Val66Met do gene BDNF.

A genotipagem foi efetuada apdés o término de todos os laudos,
treinamento fisico e exames. Portanto, este estudo foi duplo-cego, pois 0s
pacientes ndo sabiam se eram portadores ou ndao do polimorfismo Val66Met
do gene BDNF, bem como o resultado da genotipagem foi de
desconhecimento de todos os componentes do grupo de pesquisa que
efetuaram a monitoragdo do treinamento fisico, coletas sanguineas, laudos

dos exames ergoespirométricos e avaliacdo do fluxo sanguineo muscular.
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4.2.1Extragdo sanguinea

Amostras de sangue foram coletadas as 07h00, os pacientes estavam
sob jejum de 12 horas, as extracfes sanguineas foram realizadas por
enfermeiras do InCor, por meio de venopuncédo da regido antecubital,
conforme Figura 2, para exames destinados a caracterizacdo do perfil
glicémico e lipidico da amostra, bem como, foram congelados e
armazenados em freezer -80°C para a realizacao posterior da dosagem do
BDNF e pr6-BDNF circulantes, e genotipagem em leucdcitos visando a

identificacdo da presenca da variante Val66Met do gene BDNF.

Figura 2 - Extracdo sanguinea por meio da venopuncdo da regido
antecubital

4.2.2 Avaliacdo da capacidade funcional cardiorrespiratéria

A avaliagdo da capacidade cardiorrespiratoria foi realizada no inicio e
apos quatro meses e meio a cinco meses de intervencdo do treinamento
fisico aerdébio. Todos os voluntarios foram submetidos a teste
ergoespirométrico, com um protocolo de rampa, em esteira ergométrica
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(Quinton Instruments Company, Seattle, Washington). A avaliacdo foi
realizada em um sistema computadorizado (Sensor Medics, modelo Vmaéax
229, Buena Vista, CA, USA), para medida direta do consumo de oxigénio
(VOy) pico, antes de iniciar o protocolo de treinamento e ao final deste
periodo. Apds posicionamento na esteira, os examinados foram acoplados a
uma valvula com transdutor de volume, ao mesmo tempo em que era
realizada preensdo nasal por meio de prendedor apropriado, para que 0s
gases expirados fossem coletados continuamente por intermédio da referida
valvula. A ventilacdo (VE), fracdo de oxigénio (O;) e dioxido de carbono
(CO,) foram medidos a cada ciclo respiratdrio por meio de sensores. A partir
das analises da VE e das concentracbes dos gases expirados, foram
calculados o VO, e a producédo de CO,. O VO2pico foi considerado o VO,
obtido no pico do exercicio, quando o paciente se encontrava em exaustao e

nao mais conseguia manter o ritmo da corrida imposto pela esteira.

Figura 3 - A avaliacdo cardiopulmonar realizada em um sistema
computadorizado (Sensor Medics, modelo Vmax 229), para medida direta
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4.2.3Determinacdo do limiar anaerobio e ponto de compensacao
respiratoria

Além da determinacdo da capacidade funcional maxima, foram
determinados o limiar anaerébio (LA) e o ponto de compensacao respiratoria
(PCR) que foram utilizados para a prescri¢éo individualizada da intensidade
de treinamento fisico. O LA foi considerado no minuto em que o paciente
apresentou valores de equivalente ventilatorio de oxigénio (VE/VO;) e
pressédo parcial de oxigénio no final da expiracdo (PetO,) mais baixos, antes
de iniciarem um aumento progressivo e incremento do valor de razdo de
troca respiratdria (RER) nado linear. O PCR foi considerado no minuto em
que 0 paciente apresentou valores de equivalente ventilatério de gas
carbbnico (VE/VCO;) mais baixos antes de iniciarem um aumento
progressivo e pressdo parcial de gas carbdnico no final da expiracdo
(PetCO,) mais alto antes de comecar a diminuir®. Todos foram encorajados
a realizar o exercicio progressivo maximo até que sintomas como dispneia,
fadiga intensa ou dor muscular os tornassem inabeis para continuacdo do
teste. O esforco também seria interrompido na presenca de arritmias
complexas ou sinais de isquemia miocardica, fato ndo ocorrido na populacéo
estudada. O periodo de recuperacdo foi de quatro minutos, numa velocidade
de duas milhas por hora, com a esteira a zero grau de inclinacdo. A pressao
arterial e a FC foram monitoradas durante todo o teste ergoespirométrico. A
pressao arterial foi aferida pelo método auscultatério, utilizando-se um
esfigmomandmetro de coluna de mercurio. As afericdes foram realizadas no
repouso e a cada dois minutos de exercicio e no primeiro, segundo e quarto
minutos da recuperacdo. A FC foi continuamente monitorada pelo sinal
eletrocardiografico e registrada ao final de cada minuto do exercicio e
recuperacdo. O teste ergoespirométrico foi precedido de um
eletrocardiograma de repouso (ECG), com o registro de doze derivagdes
simultaneas e realizado em ambiente com ar-condicionado em temperatura

controlada (21°C), pelo menos, duas horas ap0s uma refeigcéo leve.
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4.2 4Protocolo de exercicio isométrico

O protocolo de exercicio isométrico foi realizado no inicio e ap6s quatro
meses da intervengao TF.
Neste protocolo, foi realizada manobra de exercicio isométrico a 30%

da contracao voluntaria maxima (CVM).

Exercicio de Handgrip
(30% CVM)

- FSA, PAM, FC )

| |

Instrumentacdo . Repouso Basal Exercicio Recuperacao .
| 15 minutos | 3 minutos | 3 minutos | 3 minutos |

Figura 4 - Organograma do teste de handgrip; FSA, fluxo sanguineo no
antebraco; PAM, pressao arterial média; FC, frequéncia cardiaca

Antes do inicio do protocolo, o individuo foi colocado na posicao
deitada, e, a seguir, foi determinada sua contracdo voluntaria maxima apés
trés tentativas de contragdo maxima (no braco dominante) em um
dinamémetro de preensédo de mao (handgrip). A seguir, calculou-se 30% da
contracdo voluntaria maxima. Apoés trés minutos de repouso (registro basal),
o individuo realizou trés minutos de exercicio isométrico a 30% da contracéo
voluntaria maxima.

Durante todo o protocolo de exercicio isométrico, foram feitos os

registros do fluxo sanguineo muscular no antebrago contralateral.

4.2 5Protocolo de treinamento fisico

Foram submetidos ao protocolo de treinamento fisico cerca de 80
individuos por ano, sendo 40 no primeiro semestre e 40 no segundo
semestre. O treinamento fisico foi realizado em pista de atletismo da Escola

Superior de Soldados “Coronel Eduardo Assumpc¢ao” situado na Av. Dr.
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Felipe Pinel, 2859 — Pirituba — S&o Paulo/SP. O periodo de treinamento
fisico foi de 16 semanas (~4 meses), com trés sessdes semanais com

duracédo de 60 minutos. Cada sessao de treinamento consistiu em:

e Aquecimento - caminhada por 5 minutos;

e Alongamento - priorizando os membros inferiores, que sao mantidos
na posicao de alongamento por 15 segundos. Total de 5 minutos;

eExercicios de resisténcia muscular localizada - exercicios de carater
técnico/educativo para corrida;

e Corrida - 60 minutos de corrida com FC correspondente a zona-alvo
de treinamento fisico. O controle da intensidade de treinamento foi
individual e realizado com a utilizagéo de frequencimetro cardiaco;

e Alongamentos finais - priorizando os membros inferiores que s&o
mantidos na posicéo de alongamento por 20 segundos. Total de 5
a 10 minutos. Na Fase | (primeira a nona semana), 0 treinamento

fisico teve um carater progressivo em relacdo ao volume, ou seja,

tempo de corrida para cada sessdo em minutos.

Figura 5 - Relacdo nominal com as intensidades de corrida individualizadas,
baseando-se nas frequéncias cardiacas do Limiar Anaerdbio e do Ponto de
Compensacao Respiratoria
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Cada sesséo foi iniciada com trinta minutos de duragao, progredindo
att 50 minutos a 1 hora na oitava semana (progressao de,
aproximadamente, 10% a cada semana).

Os individuos foram previamente esclarecidos sobre a FC que cada um
deveria manter, com a finalidade de atingir a intensidade de esforco
desejada durante as corridas. A pista de atletismo era revestida de uma
mistura de agregado asfaltico granulado e carvao, o que fornecia menores
impactos durante as atividades, além do que os voluntarios foram orientados
sobre quais tipos de ténis deveriam utilizar para prevenir dores e incomodos

nas articulacoes.

Figura 6 - Corrida na pista de atletismo com tempo chuvoso e baixa
temperatura

Nesta fase, o treinamento fisico de corrida foi conduzido numa
intensidade correspondente ao Limiar Anaerébio (LA) e monitorado por FC
(monitor cardiaco marca Polar, modelo Al).

Na Fase Il (nona a décima oitava ou vigésima semana), o volume da
corrida foi mantido entre 50 e 60 minutos, mas com uma progressao da

intensidade do treinamento fisico.
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Figura 7 - Corrida na pista de atletismo com sol e calor

Nesta Fase Il, em uma ou duas sessfes de treinamento fisico realizado
por semana, a FC pdde ultrapassar a FC correspondente ao PCR.

A adesdo ao protocolo foi de 100%, independente das condi¢cbes
climaticas. No inicio, alguns se queixaram de dores na regido da tibia, como
tratamento imediato, foram submetidos a crioterapia seguida de massagem
na Unidade Integrada de Saude da Escola Superior de Soldados, sendo que
se restabeleceram rapidamente e puderam continuar com as atividades
normalmente. O fato de que as corridas foram desenvolvidas na pista de
atletismo, cujo solo é composto de p6 de carvdo compactado e o trajeto €

plano e circular, minimizou as dores e possiveis lesdes.

4.2.6 Analise espectral da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC)

Para esta analise, a FC foi obtida por meio do registro
eletrocardiogréafico na derivagéo Il. O sinal do eletrocardiograma foi gravado
em computador numa frequéncia de amostragem de 500 Hz e, em seguida,

analisado no programa Windag. As séries temporais do intervalo R-R foram
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extraidas e analisadas pelo software Kubios HRV versdo 2.0 (Finlandia),
pelo método do dominio do tempo, com a estimativa do espectro calculada
pelas séries de intervalos R-R, sendo utilizado como indice: RMSSD:
diferenca das raizes quadradas sucessivas entre 0s intervalos
interbatimentos. O RMSSD reflete as oscilagbes em altas frequéncias,
relacionadas a atuacdo vagal. Pelo método do dominio da frequéncia, o
poder espectral foi analisado em trés faixas, os componentes da banda de
frequéncia entre 0,04 a 0,15 Hz séo considerados baixa frequéncia (BF), os
quais refletem ambos, modulacéo cardiaca simpatica e parassimpatica®. Os
componentes entre 0,15 e 0,40 Hz s&o considerados alta frequéncia (AF), e
refletem a modulacdo do parassimpatico®. A interferéncia da frequéncia
muito baixa (FMB) foi compensada por meio de recursos do software?’,
conforme Figuras 8, 9 e 10.

Kubics HRV - C:\Users\Lemos\Desktop\Tentativa.txt - am— =T X
. | — -

File View Help

EHS E(Q0 0

File Info
File name: Tentativa bt T T T T T T
Rec. date: pripvired
Rec. time: JOUXHNHK
Channel label

Sampling rate (Hz): 16
Data length (h:min:s). 00:05:33

|

RR Interval Series Options
Artifact correction

Level | none v

RR (s)

Samples for analysis 1

Add Remove
Sample 1

Start (h:min:s} 00:00:05
Length (h:min:s) 00:05:00
Remaove trend components F
Method | nons - 0E- | | | | | | 7
00:00:00 00:00:50 00:01:40 00:02:30 00:03:20 00:04:10 00:05:00
Time (h:min:s) \
Range (s} | 334

Figura 8 - Processo de compensacao da FMB
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B i -t s S i

File View Help
e |
EICIEY)
File Info
File name: Tentativa.tet T T T T T T
Rec. date: oo . e _Iﬂ,_’!.ﬂ
Rec. fime: Py '
Channel label
Sampling rate (Hz): 8L i
Data length [l min:s); 00:05:33
RR Inte! ies Options "
Artifact col Apply
| undo z
: ) T2y
Remove
1
Start (h:min:s) 00:00:05
0.8 -
Length (h:min:s) 00:05:00 L
Remove trend components , :';g:f:s
liethod  non= v N | | | | | | h3a%
100:00:00 00:00:50 00:01:40 00:02:30 ) 00:03:20 00:04:10 00:05:00
Time: (h:min:s) Range (s) | 334

Figura 9 - Correcao de artefatos

File View Help
e |
EH&GE Qo
File Info
File name: Tentativa.bxt T T T T T
Rec. date: sacbechor | L1141 -In&._‘s,ﬂ
Rec. time: LXK
Channel label 2l _
Sampling rate (Hz): \ t
Data length (:min:s):  00:05:33 . LMo A
124 l T1| '. ! “ L kL 1 'rl i
RR Interval Series Options e l,’ ‘ ! ‘J i) !1 1 N AbARI ’
Artifact correction Apply 11 I'r] | 1 i ‘ || | j | | ! l l
: : = | | 1]
Level | very low ._ n% I & .1‘ ‘ ‘ . I l
samples for analysis 1 n: 7]
03 -
Sample 1
Start (h:min:s) 00:00:05 0.8 H .
Length (h:min:g} 00:05:00
Remove trend components . OTH b
Method  |nons .: | | | | | |
00:00:00 00:00:50 00:01:40 00:02:30 00:03:20 00:04:10 00:05:00
Time (h:min:s) Range (s) | 334

Figura 10 - Influéncia da MBF compensada e artefatos corrigidos

Além disso, a razdo entre BF e AF (BF/AF) foi calculada para a

obtencéo do balanco simpatovagal.
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4.2.7 Avaliacéo do fluxo sanguineo muscular

O fluxo sanguineo muscular foi avaliado pela técnica de pletismografia
de oclusao venosa. O bracgo contralateral (aquele que ndo estava realizando
0 exercicio isométrico) foi elevado acima do nivel do atrio direito para
garantir uma adequada drenagem venosa. Um tubo silastico preenchido com
mercurio, conectado a um transdutor de baixa pressao e a um pletismografo
foi colocado ao redor do antebraco, a 5 cm de distancia da articulacéo
Uumero-radial e conectado a um pletismoégrafo. Um manguito foi colocado ao
redor do pulso e outro na parte superior do bragco. O manguito do pulso foi
inflado a um nivel suprassistélico 1 minuto antes de se iniciar as medidas.
Em intervalos de 15 segundos, o manguito do braco foi inflado acima da
pressdo venosa por um periodo de 7 a 8 segundos. O aumento em tensao
no tubo silastico refletiu o aumento de volume do antebraco e,
consequentemente, sua vasodilatacdo. O sinal da onda de fluxo muscular foi
registrado em tempo real em um computador pelo programa AT/CODAS e
WINDAQ, numa frequéncia de 500 Hz. Ao final, o comportamento do fluxo
sanguineo muscular no antebraco (ml de sangue/min/100ml de tecido)
durante o exercicio de Handgrip (exercicio isométrico de preensdo de mao)
foi avaliado considerando-se a média dos valores apresentados no basal, 1°

min, 2° min e 3° min, seguido do célculo da area sobre a curva.

Formula: {[(basal+1° min)+( 1° min +2° min)+( 2° min +3° min)]*60}/2.
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Figura 11 - Teste de handgrip concomitante a pletismografia de ocluséo
venosa no antebraco contralateral

4.2 .8Pressao arterial média e FC

A presséo arterial média (PAM) foi monitorada de forma néo invasiva e
intermitente, utilizando-se um cuff automatico e oscilométrico (Dixtal, DX
2710; Brasil, Manaus), posicionado na perna e ajustado para a
circunferéncia dessa. O cuff inflou em ciclos de 30 segundos. A FC foi obtida
com o registro eletrocardiografico. Foram colocados trés eletrodos no térax
do individuo, na posicdo bipolar, para registro da derivagcdo MC5. Apds este
sinal ser pré-amplificado (General Purpose Amplifier/Stemtech, Inc., GPA-4,
modelo 2), ele foi convertido de analégico para digital, e, em seguida,
analisado em um programa de computador AT/CODAS e WINDAQ, numa
frequéncia de 500 Hz.
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4.2.9Dosagem do BDNF e pr6-BDNF circulantes

As amostras de plasma obtidas de individuos que compuseram o
presente estudo foram armazenadas em freezer -80°C e, posteriormente,
descongeladas para avaliagdo conjunta (pré e pos-treinamento fisico) dos
niveis de fatores neurotroficos derivados do cérebro (BDNF e pr6-BDNF)
pelo ensaio imunoenzimatico (ELISA) sanduiche, utilizando-se kits R&D
Systems (Minneapolis, MN, EUA). Em cada poco da placa de ELISA, foram
adicionados 100 pL de solucdo contendo anticorpo monoclonal contra BDNF
e pr6-BDNF diluidos em solugcédo de PBS (anticorpo de captura). As placas
foram incubadas por, pelo menos, 12 horas a 4° C. Os anticorpos néo
aderidos nas placas foram descartados por inversdo e lavagem em PBS—
Tween 0,1% (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA). Em seguida, bloquearam-se as
placas com uma solugdo contendo albumina de soro bovino (BSA) 1%
(Sigma-Aldrich) durante 2 horas a temperatura ambiente (200 pL/poco).
Apds nova lavagem das placas (PBS-Tween 0,1%), em cada poco, foi
adicionado 100 pL da amostra ou da proteina padrdo. As placas foram
novamente incubadas por, pelo menos, 12 horas a 4°C e, em seguida,
lavadas (PBS—-Tween 0,1%). Apés a lavagem, incubaram-se as placas com
anticorpos conjugados com biotina e diluidos em BSA 0,1%, por duas horas
a temperatura ambiente.

Em seguida, apds nova lavagem (PBS—Tween 0,1%), acrescentou-se
100 pL/poco de estreptavidina conjugada com peroxidase as placas, que
foram incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, ap6s
nova lavagem (PBS-Tween 0,1%), adicionou-se o cromogeno @-fenileno-
diamina (OPD) (Sigma-Aldrich) as placas, na auséncia de luz. A reacao foi
interrompida com solugcdo contendo &cido sulfarico 1M. A leitura da
intensidade de marcacéo foi realizada em leitor de ELISA no A de 490 nM
(SOFTméax Pro — versdo 2.2.1)°"% Essa andlise foi realizada no Laboratério
Interdisciplinar de Investigacdo Médica LIIM - Faculdade de
Medicina/UFMG.
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4.3 Extracdo do DNA

O DNA gendmico foi extraido a partir do método de precipitacédo salina
conforme descrito a seguir: Oito (8) ml de sangue foram transferidos para um
tubo de 50ml e o volume completado para 30ml com tampédo A (1mM
NH4HCO3 + 144mM NH4CI). A mistura foi agitada em vortex por 20
segundos e deixada a 4°C por 10 minutos. Em seguida, o material foi
centrifugado a 4°C por 10 minutos a 3000 rpm. O sobrenadante foi
descartado e o pellet foi submetido ao mesmo procedimento descrito acima.
O sedimento leucocitario foi, finalmente, suspenso em 3 mL de tamp&o B (10
mM Tris-HCI pH 8 + 400 mM NaCl + 2 mM Na2EDTA pH 8) + 200 ul de SDS
10% + 500 pl de tampéao C (50 pl de SDS 10% + 2ul de Na2EDTA 0,5 M pH
8 + 488 mL de agua destilada) com proteinase K (2 ul de proteinase K 20
mg/mL diluida em 5 mL de tampdo C) e deixado a 37°C por,
aproximadamente, 12-18 horas. A segunda parte do protocolo comecou com
a adicdo de 1 mL de solucéo D (NaCl 6 M), vigorosamente agitada em voértex
por 1 minuto e, em seguida, centrifugada a 4°C por 20 minutos a 3000 rpm.
O sobrenadante foi transferido para um tubo de 15 mL e a ele sera
adicionado 10 mL de etanol absoluto gelado. Apés uma leve agitacéo, foi
visualizada a precipitacdo do DNA que foi “pescado” e transferido para um
eppendorf de 1,5 mL de capacidade contendo 1 mL de etanol 70% gelado. O
eppendorf foi, entdo, centrifugado a 4°C por 15 minutos a 13500 rpm, o
etanol descartado e o sedimento (DNA) deixado a temperatura ambiente até
ser totalmente seco. Em seguida, este pellet foi suspenso em 1 ml de TE (10
mM Tris- HCI pH 8 + 1 mM EDTA pH 8).

4.3.1 Amplificacdo do DNA e Genotipagem do polimorfismo Val66Met

O DNA gendmico flanqueado para o polimorfismo nucleotidico simples

foi amplificado por PCR utilizando 0s primers 5'-
TGATGACCATCCTTTTCCTT- 3’ e 8 CACTGGGAGTTCCAATGC-3’, cada
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reagdo utilizou 10ng de DNA gendmico, 0.5pM de cada primer de
oligonucleotideo, 1 uL x 10 tampao PCR, 250 yM dNTP, 3mM MgCL2 e 0.25
unidade de i-star taq DNA polimerase e agua Milli-Q para um volume total de
reacdo de 10 pL. A ampliacdo do protocolo consistiu de uma etapa de
desnaturacao a 95°C por 5 minutos seguido de ciclo de desnaturacao a 95°C
por 30 segundos, anelamento a 55°C por 1 minuto e extensédo a 72°C por 1
minuto repetido 30 vezes e uma extensao final a 72°C por 7 minutos. O
polimorfismo Val66Met do gene BDNF (rs6265) foi genotipado pelo método
de sequenciamento direto bidirecional, precedido de uma etapa de
purificagéo do produto de PCR com a enzima ExoSAP-IT®.

4.3.2 Andlise estatistica

Para a normatizacdo dos valores de expressdo génica, foi utilizada
regressao nao paramétrica denominada LOWESS. Esta estabilizou a relacao
entre o logaritmo da razdo de intensidades e a média do logaritmo das
intensidades em cada lamina (Yang et al.,, 2002). Na sequéncia, a
significAncia entre os resultados diferentemente expressos para 0 gene
BDNF, entre os dois momentos que compreendem o estudo, pré e pos-
treinamento. Os dados s@o apresentados como média = erro padrdo. As
comparacdes entre 0s grupos antes do inicio do protocolo de treinamento,
relativas a composicao corporal, perfil lipidico, glicémico, FC de repouso
(FCrep), PAM, fluxo sanguineo do antebraco (FSA), resisténcia vascular
periférica (RVP), quantidades circulantes de BDNF e pro-BDNF, foram
realizadas por teste t de student ndo pareado. Todas as variaveis nao
dicotbmicas foram submetidas a teste de normalidade de Kolmogorov-
Smirnov, e 0 BDNF e pr6-BDNF circulantes foram normalizados utilizando
transformacao logaritmica (Logio). A concentracdo de BDNF e pr6o-BDNF, a
razdo BDNF/pro-BDNF, as analises dos testes cardiopulmonares, FSA e
RVP, foram analisados utilizando ANOVA de dois caminhos para medidas

repetidas. Quando a ANOVA apontou interacdo, foram realizadas
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comparacdes no post-hoc de Scheffé. Valores de P < 0,05 foram
considerados estatisticamente significantes. Os dados de FSA e RVP foram

expressos em area sob a curva (ASC).



5 RESULTADOS



5 Resultados 44

5 RESULTADOS

5.1 Resultados gerais da amostra no periodo pré-TF

As caracteristicas gerais, antropométricas, funcionais e hemodinamicas
principais de todos os individuos envolvidos no estudo, independente da
genotipagem para o BDNF, estdo demonstradas na Tabela 2.

Tabela 2 - Caracteristicas gerais da populacdo estudada (304 individuos)
nos momentos pré e pos 4 meses de treinamento fisico aerdbio

Pré Pés P
Peso (kg) 76,6+10,2 74,7+9,2 0,06
IMC (kg/cm?) 24,8+3,4 24,2427 0,06
PAMrep (mmHgQ) 90,3+1,1 88,5+1,2 0,08
FSArep (ml/min/100 ml) 2,4+0,1 2,5+0,1 0,53
RVPrep (mmHg/ ml/min/100 ml) 37,242 34,8+2,4 0,26
RMSSD (ms) 58,9+1,9 61,1+2,2 0,43
AF (Hz) 44,7+1,5 44,9+1,7 0,91
BF/AF (Hz) 1,78+0,07 1,68+0,06 0,47

Valores de média + erro padréo; VO,pico: consumo méximo de oxigénio; RMSSD: diferenga
das raizes quadradas sucessivas entre 0s intervalos interbatimentos; AF: componente de
alta frequéncia; BF/AF: raz&o baixa frequéncia/alta frequéncia; FSA: fluxo sanguineo do
antebrago; ASC: area sobre a curva em resposta aos 3 min de HG a 30% da contracdo
voluntaria maxima; rep: medidas no repouso. BDNF: “brain-derived neurotrophic fator”.

Houve uma tendéncia de diminuicdo no peso e IMC apos o TF
(p=0.06). O TF né&o resultou em alteracdes estatisticamente significativas
nas medidas de repouso da PAM, FSA, RVP, assim como, nos indicadores
do controle autondémico parassimpatico cardiaco (RMSSD, HF e razao
LF/HF).

O VOypico aumentou (8,4%) e a FC de repouso diminuiu
significantemente, comprovando a efetividade do treinamento fisico (Figuras
12 e 13, respectivamente).
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Figura 12 - Efeito do treinamento fisico no VO,pico; *P=0,001 vs. pré
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Figura 13 - Efeitos do treinamento fisico na FC de repouso; * P=0,003 vs.
pré

Podemos observar na Figura 14 que houve um incremento da resposta
vasodilatadora reflexa ao exercicio de handgrip como efeito do TF,
representado pelo aumento do fluxo sanguineo do antebrago contralateral,

em valores como area sob a curva.
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Figura 14 - Efeitos do treinamento fisico no FSA (ASC); *P=0,01 vs. pré

Podemos observar na Figura 15 que os efeitos do TF de
predominéancia aerdbia se fizeram presentes nas quantidades circulantes da
proteina BDNF, na forma madura, com um aumento significativo deste
neurotréfico. O mesmo ndo ocorreu em relagdo a forma precursora, o pro-
BDNF.

45 .
4 4
3,54
3 -

m BDNF
O proBDNF

2,54

Pré-Treinamento Pos-Treinamento

Figura 15 - Efeitos do treinamento fisico nas quantidades circulantes de
BDNF maduro e pro-BDNF; * P=0,01 vs pré
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5.2 Genotipo, composicdo corporal, caracteristicas metabdlicas e
hemodinamicas por grupos

O fluxograma de inclusdo de pacientes do estudo é apresentado na

Figural®.
317 voluntarios pertencentes a PMESP
Extracdo Sanguinea Registro Freq. Card Avaliagéo Cardiopulmonar
16 semanas de treinamento aerdbio
Registro Freq. Card. Avaliagdo Cardiopulmonar
Amaostra Final n = 304 ‘
ValVal Val/Met Met/Met

n=221 n=78 n=05
Percentual=72,7 Percentual=25,7 Percentual=1,6
Grupo Val66Val Grupo Valb6Met
n=221 n=83
Percentual=72,7 Percentual=27,3

Figura 16 - Fluxograma de distribuicdo da amostragem



5 Resultados 48

A genotipagem resultou em 72,7% de individuos Val66Val, 25,7%
Val66Met e 1,6% Met66Met (estando em equilibrio de Hardy Weinberg
(P=0,555). Esta frequéncia corrobora com os dados apresentados na
literatura'®#. Devido a reduzida frequéncia do alelo Met na populacdo, um
pequeno numero de individuos Met66Met foi encontrado e, assim, nos
adotamos uma estratégia utilizada por outros autores®, e agrupamos
homozigotos e heterozigotos portadores do alelo Met (Met66Met e
Val66Met) em um unico grupo, designado como Val66Met.

As caracteristicas antropométricas, perfil lipidico e glicémico gerais dos
grupos Val66Val e Val66Me, estdo demonstradas na Tabela 3. Pode ser
observado que, antes do inicio do protocolo de treinamento fisico, ndo houve

diferencas significativas entre os grupos Val66Val e Val66Met.

Tabela 3 - Caracteristicas gerais da amostra por grupos

Val66Val Val66Met P

N 221 83

Idade (anos) 24+0,4 25+0,7 0,37
Peso (kg) 7610,7 77+1,6 0,90
Altura (cm) 17520 176+0 0,40
IMC (kg/m?) 24,8+0,2 24,6+0,4 0,42
Glicose (mg/dl) 88,4+0,9 92,9+2 5 0,65
Colesterol total (mg/dl) 168+2,5 171+45,7 0,67
LDL-colesterol (mg/dl) 118+2,2 12545,2 0,21
HDL-colesterol (mg/dl) 41+0,7 38+1,3 0,19
Triglicérides (mg/dI) 10645,1 118+7,4 0,28

Valores de média * erro padréo; IMC: indice de massa corporal.

N&o houve também diferencas na FC, na PAM, bem como, no FSA e
RVP durante o repouso (Tabela 4), e no FSA e RVP em resposta ao teste de
handgrip (Figura 19 e Figura 20, respectivamente) antes do inicio do

protocolo de TF.
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Tabela 4 - Caracteristicas iniciais hemodinamicas e BDNF por grupos

Val66Val Val66Met P

N 221 83

FCrep (bpm) 64+0,7 63+1,2 0,31
PAMrep (mmHg) 91+0,8 89+1,3 0,20
FSArep (ml/min) 2,30 2,510,1 0,29
RVPrep (mmHg/mi/min) 38,3+1,6 36,2+2,4 0,20
BDNF (pg/ml) 3,65+0,05 3,78+0,06 0,69
pré-BDNF (pg/ml) 3,08+0,05 3,21+0,12 0,27
Razao BDNF/pr6-BDNF (pg/ml) 1,16+0,02 1,19+0,05 0,97

Valores de média + erro padrdo; FC: frequéncia cardiaca; PAM: pressdo arterial média;
FSA: fluxo sanguineo no antebrago; RVP: resisténcia vascular periférica; rep: medidas no

repouso; BDNF: “brain-derived neurotrophic fator”.

5.3 Efeitosdo TF

A aderéncia ao TF foi de 95,9%. Nao houve alteracdes significativas

nos indicadores antropométricos e hemodinamicos (de repouso), no controle

autonémico cardiaco, observadas pelas avaliagdes da VFC e pr6-BDNF em

resposta ao TF. Apenas o BDNF apresentou aumento significativo apds TF,

conforme Tabela 5.
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Tabela 5 - Caracteristicas hemodinamicas, autonémicas e BDNF por grupos
(pré vs. p6s-TF)

Val66Val Val66Met P
(N=221) (N=83)
Pré Pés Pré Pés

Peso (kg) 76,219,8 74,2+8,7 77+11,2 75,8+£10,2
IMC (kg/m?) 24,8+2,9 24,3+2,7 24,8+3,1 24,2427
PAM (mmHg) 91+0,8 89+0,9 89+1,3 88+1,4
PAM ASC (mmHg) 18318+162 18080+155 18310+243 177844251
FSA (ml/min) 2,35%0,08 2,62+0,11 2,52+0,15 2,41+0,16
RVP (mmHg/ml/min) 38,3+1,6 34,242 .4 36,2+2,4 35,442 .4
RMSSD (ms) 58,2+41,1 60,4+33,3 59,7+£32,3 61,7+26,1
AF (Hz) 45,9+17,4 43,5+17,3 46,7+17,1 46,3+16,4
BF/AF (Hz) 1,92+0,09 1,74+0,08 1,51+0,11 1,58+0,14
BDNF (pg/ml) 3,65+0,05 3,87+0,03*  3,78+0,06 3,83+0,07
pré-BDNF (pg/ml) 3,08+0,05 2,74+0,06 3,21+0,12 3,26+0,11

Valores de média + erro padrdo; PAM: pressdo arterial média; FSA: fluxo sanguineo no
antebraco; RVP: resisténcia vascular periférica; RMSSD: diferenca das raizes quadradas
sucessivas entre os intervalos interbatimentos; AF: espectro de alta frequéncia; BF/AF:
razao baixa frequéncia/alta frequéncia; BDNF: “brain-derived neurotrophic fator”; ASC: area
sobre a curva. * p<0,001 vs pré.

Como resposta a 04 meses de TF, os individuos de ambos os grupos,
Val66Val e Val66Met, obtiveram melhoras na capacidade funcional, com um
aumento de 8% no VOgpico (P<0,001) e uma queda na FCrep (P<0,001),

conforme Figura 17 e Figura 18, respectivamente.
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Figura 17 - Ganhos na aptiddo aerdbia representados pelo VOypico. *P=
0,0001 vs. pré (Fase na anova para ambos 0s grupos)
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Figura 18 - Queda na FCrep ap6s TF. *P= 0,0003 vs. pré (Fase na anova
para ambos 0S grupos)
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5.3.1Avaliac&o da reatividade vascular periférica

No grupo Val66Val, mas ndo no grupo Val66Met, o TF foi capaz de
aumentar o FSA (Figura 19; Interacdo P=0,04,) e diminuiu RVP (Figura 20;

Interacdo P=0,01,) em resposta ao teste de handgrip.
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Figura 19 - Responsividade do FSA (ASC, area sobre a curva da resposta a
3 min de handgrip a 30% da contracdo voluntaria maxima) pré e pos-TF.
Interacdo P=0,04; * P=0,0003 vs. pré
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Figura 20 - Responsividade da RVP (ASC, area sobre a curva da resposta a
3 min de handgrip & 30% da contragcdo voluntaria maxima) pré e pos-TF.
Interacdo P=0,01; *P=0,0001 vs. pré

Entretanto, apés o TF, ndo houve mudancas nas respostas da PAM
para ambos os grupos, conforme demonstrado anteriormente na Tabela 5,
tanto no repouso quanto valores de ASC. O TF foi capaz de aumentar os
niveis circulantes de BDNF somente no grupo Val66Val (Tabela 5; “Post
hoc” de Scheffé; P<0,001). Por outro lado, é importante considerar que néo
houve mudancas nas concentracfes de pr6-BDNF em ambos os grupos
(Tabela 5;P=0,91). A razdo BDNF/pr6o-BDNF aumentou no grupo Val66Val
(1,17+0,03 vs. 1,44+0,05 pg/ml; “Post hoc” de Scheffé; P<0,001), porém né&o
houve diferenca significativa nos individuos Val66Met (1,20+0,05 vs.
1,1940,06 pg/ml; P=0,99, Interacado P=0,001; Figura 21). Adicionalmente, no
periodo pos-treinamento, os individuos Val66Val apresentaram uma maior
razdo BDNF/pr6-BDNF quando comparados com o grupo Val66Met
(1,44+0,06 vs. 1,19+0,05 pg/ml; P=0,02).
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Figura 21 - Comportamento da razdo BDNF/pr6-BDNF em resposta ao TF.
Interacdo P=0,001; *P=0,0001 vs. pré; T P=0,02 vs. Val66Met

5.4 Associacao entre a razdo BDNF/pr6-BDNF e reatividade vascular
periférica

O modelo utilizado para verificar a associacdo considerou o delta
(periodo p6s menos periodo pré-treinamento) entre as variaveis. Para tanto,
os individuos foram pareados nos periodos pré e pos-treinamento. Houve
uma associagéo positiva entre o delta da razdo BDNF/pr6-BDNF e o delta do
FSA como ASC (r=0,64, P<0,001, Figura 22, painel A). Da mesma forma,
houve uma associacdo negativa entre o delta da razdo BDNF/pr6-BDNF e
RVP como ASC (R=-0,58, P<0,001, Figura 22, painel B).
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Figura 22 - A: Correlacao positiva entre a razdo BDNF/pr6-BDNF e o FSA
(ASC) mediada pelo TF, (R=0,64; P<0,001). B: Correlacdo negativa entre
razdo BDNF/pr6-BDNF e RVP (ASC) mediada pelo TF, (R = -0,58; P <
0,001).
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Com a finalidade de verificar a influéncia mutua exercida pelos fatores
pr6-BDNF e BDNF, em resposta ao TF, foi realizada regresséao linear entre
ambos. Como resultado, foi observada uma correlacdo positiva entre o delta
do precursor pro-BDNF e o delta da proteina madura BDNF (R =0,43,
P<0,001, Figura 23).
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Figura 23 - Correlacao positiva entre o precursor pro-BDNF e o BDNF
maduro mediada pelo TF, (R =0,43; P < 0,001)
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6 DISCUSSAO

Os principais achados do presente estudo séo:

1. As quantidades circulantes de BDNF, representadas pela razéo
BDNF/pr6-BDNF, contribuem significativamente na modulacdo do
fluxo sanguineo periférico;

2. O TF é capaz de aumentar a razdo BDNF/pr6-BDNF circulante,
somente nos individuos Val66Val;

3. A presenca do alelo Met do polimorfismo Val66Met do gene BDNF
prejudica as adaptacdes na reatividade vascular periférica, em
resposta ao TF.

Iniciando-se pelas andlises gerais antes da genotipagem da populacéo
amostral, foi observada, no principio do protocolo, uma média de idade de
26,3+4,4 anos e os dados de IMC (24,8+3), valores que indicaram que a
maioria dos sujeitos ndo tinha sobrepeso. Os niveis iniciais de VO;pico
(49,03+0,83 ml/kg/min) sugerem que a maioria de nossos voluntarios era
fisicamente inativa, pois, conforme demonstrado na Tabela 1, individuos
apresentando niveis de VOgpico entre 43 e 52 ml/kg/mim, na faixa etaria
entre 20 e 29 anos, sdo caracterizados como sedentarios*.

Segundo Denadai*’, os fatores determinantes do VO-pico sdo: género,
idade, estado de treinamento e genética. Dentro do que estes fatores
preconizam, homens jovens treinados tém maior VO_pico, pois a estrutura
muscular e hormonal dos homens, entre outros fatores, lhes propiciam isso;
durante a juventude, o sistema cardiovascular funciona mais efetivamente,
pois individuos idosos tém menor VO,pico em consequéncia de um deébito
cardiaco méaximo consideravelmente diminuido®®®; quanto menos treinado,

mais treinavel'%.
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O perfil dos individuos que compuseram nossa amostra, inserido no
gue foi descrito por dois destes fatores acima (idade e nivel de treinamento),
nos indicava que haveria uma dificuldade nos ganhos no consumo de
oxigénio, pois, como ja mencionado, eram jovens e ndo eram totalmente
destreinados. Entretanto, 04 meses de TF foram suficientemente capazes de
elevar, de forma significativa, o VO,pico da amostra como um todo em 8,4%,
conforme Figura 12. Outro marcador de efeito do TF € a diminuicdo da FC
de repouso. Neste sentido, além do aumento do VO2pico (49,03+0,83 vs.
53,14+0,74 ml/kg/min; P=0,001), foi observada uma diminuicdo da FCrep da
amostra apos a intervencéo TF (63£1,0 vs. 59+1,0 bpm; P=0,003), conforme
Figura 13. Além disso, houve uma elevagdo do FSA em reposta ao handgrip
(ASC) (593,80£30,16 vs. 654,99+33,23; P=0,01), conforme Figura 14, o que
indica uma melhora na reatividade vascular periférica. Este conjunto de
resultados aponta que o protocolo de exercicios adotado neste experimento
foi efetivo, mesmo com o possivel nivel de treinamento prévio de nossos
voluntarios, em virtude da possivel preparacdo anterior as provas fisicas de
ingresso para a PMESP.

Houve um aumento significativo das quantidades de BDNF circulante
na amostra como um todo (3,72+0,1 vs. 3,86+0,1 pg/ml; P=0,01), como
efeito do TF. Este aumento ndo ocorreu em relacdo ao pr6-BDNF (3,14+0,1
vs. 3,13+0,1 pg/ml; P>0,05), conforme Figura 15.

Apds a genotipagem e subsequente divisdo da amostra em 02 grupos
(Valé6Vval e Val66Met), foram observadas -caracteristicas homogéneas
quanto aos perfis lipidico, glicémico e hemodinamico, ndo havendo
diferencas significativas entre os grupos, conforme Tabela 3, sendo que tais
fatores poderiam ter exercido alguma influéncia em nossos resultados, pois
hipercolesterolemia tem sido correlacionada com disfungdo do
vasorrelaxamento endotélio-dependente, pela menor producéo de NO>1%2 ¢

com niveis diminuidos de BDNF circulante®®

. Quanto a aptiddo aerobia e
condi¢cbes cardiovasculares, ambos os grupos também partiram do mesmo

patamar (Tabela 3, Figuras 17 e 18).
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Independente da presenca do polimorfismo Val66Met do gene BDNF, o
TF foi capaz de melhorar a capacidade funcional de ambos 0s grupos e seus
efeitos foram bem repercutidos na populacdo amostral, havendo um
aumento significativo do VO,pico e diminuicdo da FC de repouso (Figura 17
e Figura 18), respectivamente. De forma curiosa, os efeitos do TF sobre as
concentracdes circulantes de BDNF e sobre a reatividade vascular periférica
nao seguiram a mesma tendéncia.

Apos a intervencdo TF, as concentracbes de BDNF, representadas
pela razdo BDNF/pr6-BDNF, aumentaram significativamente somente nos
individuos Val66Val (Figura 21). Ao analisar isoladamente os dois fatores,
nota-se que ndo houve alteracbes significativas quanto as quantidades
circulantes de pr6-BDNF em ambos os grupos e que o BDNF aumentou
significativamente somente no grupo Val66Val (Tabela 5). Logo, este
aumento na razdo BDNF/pr6-BDNF mencionado anteriormente, observado
somente no grupo que ndo possui o polimorfismo, foi devido ao aumento do
BDNF circulante.

Um dado importante verificado neste estudo é que, contrariando a
expectativa suscitada por alguns estudos anteriores, de aumento de BDNF
pelo TF em individuos jovens e saudaveis submetidos a treinamento de

26104 neste trabalho, somente os individuos Val66Val

endurance
aumentaram as concentracdes de BDNF apdés TF (Tabela 5). Nossos
resultados reforcam a ideia de que o polimorfismo Val66Met do gene BDNF
tem um papel importante na modulacdo do BDNF circulante pelo TF.
Similarmente aos nossos resultados, um recente estudo cuja amostra foi
composta por individuos idosos com leve comprometimento cognitivo
verificou que somente o gendtipo selvagem (Val66Val) exibiu aumentos
significativos nos niveis periféricos de BDNF em resposta a exercicios
fisicos'®. De fato, a maioria dos estudos sobre a mediacéo do polimorfismo
Val66Met na expressdo do gene BDNF menciona um prejuizo na atividade
regulada, devido a interferéncia do alelo Met na clivagem intracelular do pro6-
BDNF?*'%_ Curiosamente, tem sido reportado que a inibicdo da clivagem

intracelular do pr6-BDNF néo interfere significativamente nas quantidades
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circulantes de BDNF, mas, por outro lado, quando a clivagem extracelular é
impedida, ocorre uma diminuicdo nas concentracdes do BDNF maduro®’.
Conforme observado na Figura 23, houve uma correlacdo positiva e
estatisticamente significativa entre o delta (aumento pelo TF) do precursor
pré-BDNF e o delta do neurotréfico BDNF maduro (R=0,43, P<0,001), o que
indica uma relacéo diretamente proporcional entre ambos. Entretanto, como
verificado na Tabela 2, apos a intervencdo TF, apenas o BDNF aumentou
significativamente na amostra como um todo. Logo, € possivel inferir que
ocorreu um aumento expressivo da clivagem do pr6-BDNF, propiciando sua
transformacdo em BDNF maduro. Portanto, € provavel que os aumentos no
BDNF circulante no repouso verificados no presente estudo estejam
vinculados a um realce do perfil enzimatico responsavel pela clivagem
extracelular do pr6-BDNF e que o TF tenha um papel fundamental neste
contexto constitutivo. Tem sido divulgado que a prética crénica de exercicios
parece estar intimamente ligada a ativagdo das matrizes metalo-

8

proteinases’® e ao aumento da plasmina’®, os quais sdo os principais

responsaveis pela clivagem extracelular do pr6-BDNF, para resultar o BDNF

maduro’®'%’ e estdo relacionados aos processos de angiogénese

14110 Nossos resultados

resultantes de aumentos do BDNF circulante
apontam que os individuos Val66Val possivelmente obtiveram um aumento
das enzimas de clivagem que, consequentemente, propiciou um aumento
reflexo nos niveis circulantes do BDNF maduro. O realce na reatividade
vascular periférica apés o TF foi observado somente nos individuos
Val66Val, nos quais a FSA aumentou e a RVP diminuiu significativamente,
durante o exercicio isométrico de handgrip, enquanto que a mesma resposta
nao foi encontrada no grupo Val66Met (Figura 19 e Figura 20,
respectivamente). Nao houve alteracGes significativas na PAM ou nos
indices de funcionamento do sistema parassimpatico da VFC em ambos os
grupos (Tabela 5). Consequentemente, 0 aumento detectado na reatividade
vascular periférica do grupo Val66Val nédo foi influenciado por diferencas na
pressao arterial ou por adaptacbes simpaticas e parassimpaticas entre 0s

grupos.
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Durante a pratica de exercicios fisicos, ajustes no fluxo sanguineo
periférico podem ser modulados por influéncias simpatoadrenais, atuando

por meio da biodisponibilidade de catecolaminas'*

ou por estruturas da
parede vascular endotelial, as quais produzem substancias vasoativas como
o NO, sob a influéncia de circunstancias fisiolégicas especificas como o

112

estresse de cisalhamento™“. Nossos resultados demonstram que 0 eixo

desta vasodilatacdo melhorada em resposta ao TF observada nos individuos
Valé6val, mas ndo no grupo Val66Met, €é endotélio-dependente,
influenciada, principalmente, pelo aumento da razdo BDNF/pr6-BDNF,
capitaneado pelo aumento do BDNF circulante.

Alguns estudos muito recentes tém demonstrado que as concentracdes
de BDNF influenciam angiogénese e vasodilatacdo endotélio dependente®*
em células humanas. Estes estudos obtiveram sucesso em demonstrar “in
vitro” as adaptacBes no endotélio moduladas pelo BDNF circulante, mas
nenhum deles confirmou esta resposta “in vivo”, ou analisou o papel do
polimorfismo Val66Met do gene BDNF, sob influéncia do TF neste contexto.

Complementarmente, nosso trabalho realizou regressdo linear
comparando os valores dos deltas da razdo BDNF/pr6-BDNF e os deltas das
adaptacdes na reatividade vascular periférica, representadas pelo FSA e
RVP expressos como area sob a curva (conforme Figura 22, painéis A e B),
apos o TF. Nossos resultados demonstram que 0s aumentos na razao
BDNF/pr6-BDNF estdo positiva e significativamente associados com o0s
ajustes na responsividade do fluxo sanguineo (R=0,64; P<0,001,) e
negativamente associados com a resisténcia vascular periférica (R=-0,58;
P<0,001).

Desta maneira, estes resultados apontam consistentemente que houve
uma melhora na vasomotricidade e sugerem que o polimorfismo Val66Met
do gene BDNF pode ser um dos fatores que interferem no efeito do TF sobre
a reatividade vascular endotélio dependente.

O mecanismo de vasodilatacdo, conforme ilustrado na Figura 24, pode
ser desencadeado pela estimulacdo do estresse de cisalhamento

proveniente da atividade fisica, que induz a liberacdo de BDNF pela ativagédo
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das plaquetas'?. Este circulo virtuoso é maximizado pela producédo endotelial
de BDNF™, que, por sua vez, resulta no aumento da expressdo de VEGF,

estimulando a angiogénese™***

e este aumento no VEGF contribui para um
marcante aumento da producdo endotelial de NO**. Este mesmo NO, que ja
€ conhecido por ser largamente produzido pelas células endoteliais durante
0 estresse oxidativo®, vai estimular ainda mais a expressdo do BDNF,
numa alca de retroalimentacéo positiva, protagonizada pelos niveis de BDNF

circulante.

Exercicios fisicos

w

Estresse de BDNF Expressio Produgio
disalhamentof—*| circulante } —* de VEGF { —*| endotelial
de NO

&

Figura 24 - Sugestao da mecanicistica molecular protagonizada pelo BDNF,
numa suposta alca de retroalimentacao positiva, para vasodilatacdo durante
0 exercicio

Dentro deste cenario, é razoavel deduzir que o aumento na producao
do BDNF circulante, influenciado pelo TF, desencadeou, de forma paréacrina,
esta alca de retroalimentacdo positiva, que induz beneficios a vasculatura
periférica. De acordo com os dados obtidos em nosso estudo, nos individuos
Val66Val, este conjunto de fatores contribuiu decisivamente para as
melhoras no fluxo vascular periférico em resposta ao TF, mediado pelos

niveis de BDNF circulante.

6.1 Limitacdes do estudo

Este estudo teve algumas limitacdes que merecem ser citadas.
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Este estudo foi realizado num Unico centro e, portanto, seus resultados
podem néo ter condicdes de ser extrapolados para outras populacdes.

Os individuos que compuseram nossa amostra eram jovens, saudaveis
e do sexo masculino, o que também pode se constituir num fator limitador
para a extrapolacdo de nossos resultados, pois ndo se sabe se os padrdes
observados neste estudo poderiam ser influenciados pelo ciclo hormonal
mensal em mulheres.

Tem sido reportado pela literatura que as influéncias da variante
genética Val66Met se fazem mais contundentes em individuos Met66Met>>,
entretanto, o percentual da populagédo caucasiana com este perfil € pequeno
(=3%), mas, na populacdo asiatica, € mais expressivo (=25%).
Possivelmente, numa amostra composta por um maior percentual de

Met66Met, nossos resultados seriam mais expressivos.
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7 CONCLUSOES

A presenca do alelo Met da variante genética Val66Met do gene BDNF
prejudicou o aumento de BDNF circulante e a melhora na reatividade
vascular periférica em resposta ao TF. Varios estudos tém reportado que a
presenca do neurotréfico BDNF se traduz em salde aos neurfnios e
melhora na plasticidade sinaptica. Este estudo amplia a atual visdo ao
demonstrar que a proteina BDNF desempenha também um papel importante
nas adaptacdes ocorridas no fenotipo de reatividade vascular.

Este trabalho foi o pioneiro a demonstrar “in vivo” a influéncia do BDNF
nas adaptacdes do leito vascular periférico. Futuros estudos poderéo
aprofundar o conhecimento e elucidar os mecanismos moleculares
envolvidos nesta variabilidade fenotipica.

A disfuncéo endotelial € um tépico importante na etiologia das doencas
cardiovasculares, o treinamento fisico aerobio foi capaz de melhorar a
capacidade funcional e vascular dos integrantes de nossa amostra, 0 que
pode se traduzir num efeito protetor ao endotélio e, assim, retardar ou
mesmo evitar 0 surgimento de doencas cardiovasculares no efetivo da

Policia Militar do Estado de Sdo Paulo, bem como, da populagdo em geral.
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8

ANEXOS

7.1 ANEXO A - Aprovacéo do Comité de Etica Médica

APROVACAO

O Coordenador da Comisséo de Etica para Andlise de Projefos
de Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da
Faculdade de Medicina da Universidade de SGo Paulo, em 14/02/2011, APROVOU
ad-referendum o Protocolo de Pesquisa n° 0714/10, infitulado: "ANALISE
GENOMICA DOS FENOTIPOS DE BOA FORMA FiSICA RELACIONADA A SAUDE E DE
PERFORMANCE FiSICA HUMANA" apresentado pela Comissdo Cientifica do INCOR,

inclusive o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Cabe co pesquisador elaborar e apresentar & CAPPesq, os
relatérios parciais e final sobre a pesquisa (Resolugdo do Conselho Nacional de
Saude n° 196, de 10/10/1996, inciso IX.2, lefra "c").

Pesquisador (a) Responsdvel: José Eduardo Krieger

Pesquisador (a) Executante: Rodrigo Gongalves Dias

CAPPesq, 14 de Fevereiro de 2011

MJVLA [k

PROF. DR. EUCLIDES AYRES DE CASTILHO
Coordenador
Comissdo de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa - CAPPesq

O CIENTIFICA
BIDO

Comiss&o de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP da Diretoria Clinica do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo Rua Ovidio Pires de Campos, 225, 5°
andar - CEP 05403 010 - Sao Paulo — SP Fone: 011 3069 6442 Fax: 011 3069 6492
e-mail: cappesq@hcnet.usp.br




7 Anexos 69

7.2 ANEXO B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL
L NOIME: e h e ettt

DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO: ..o SExo: MmO F O

DATA NASCIMENTO: ........ L. l...
ENDEREGQGO ...ttt NO e APTO: ......
BAIRRO: CIDADE

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.)

DATA NASCIMENTO.: ...... l...... l......
ENDERECO: oo NO APTO:
BAIRRO: CIDADE:

CEP: TELEFONE: DDD

DADOS SOBRE A PESQUISA
1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: ANALISE GENOMICA DOS FENOTIPOS DE BOA FORMA

FISICA RELACIONADA A SAUDE E DE PERFORMANCE FiSICA HUMANA.
PESQUISADOR RESPONSAVEL: José Eduardo Krieger

CARGO/FUNCAO: Diretor INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N°: 61539
UNIDADE DO HCFMUSP: Laboratorio de Genética e Cardiologia Molecular
PESQUISADOR EXECUTANTE: Rodrigo Gongalves Dias
CARGO/FUNCAO: Pés-doutorado

UNIDADE DO HCFMUSP: Laboratério de Genética e Cardiologia Molecular

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MINIMO X RISCOMEDIO [

RISCOBAIXO [ RISCO MAIOR [

4.DURAGAO DA PESQUISA : 5 anos
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

Exercicios fisicos nhormalmente sdo praticados para fins de saude, com a intencéo
de prevenir doengas e até mesmo curar uma doenca ja existente. O interessante é
qgue nem todos os individuos se beneficiam em mesmo grau quando praticam
exercicios fisicos, exemplificando, alguns podem adquirir maior aptiddo fisica do
gue outros, uma caracteristica importante na profissao de Policial Militar. Vocé estéa
sendo convidado para participar de um estudo que tem como objetivo
compreender como 0s genes regulam as fungBes do nosso organismo quando
praticamos exercicios fisicos. Para isso, obrigatoriamente, vocé ndo pode ser
portador de doencas que limitem a pratica de exercicios fisicos. Caso aceite ser um
voluntério deste estudo, vocé serd submetido a prética supervisionada de exercicio
fisico (3 sessbGes semanais de 60 minutos cada sessdo, sendo esta dividida em:
aguecimento, alongamento, corrida e alongamentos finais), durante o periodo de 5
meses a partir do seu ingresso a corporacdo da PM. Este treinamento sera
realizado respeitando o cronograma das aulas de educacao fisica pré-estabelecido
pela Escola Superior de Soldados. O treinamento sera supervisionado pelo Capitdo
José Ribeiro Lemos Junior. No InCor, os exames listados abaixo serdo realizados
em dois momentos. No inicio do estudo e apds os 5 meses de treinamento fisico.

DESCRICAO DOS EXAMES:

1. Ergoespirometria: Exame realizado em esteira ergométrica para avaliacao
da aptidao fisica. Eletrodos sé@o colocados no peito para monitoramento dos
batimentos do coracdo durante o exercicio e uma mascara no rosto para
mensuracdo do consumo de oxigénio. Embora ndo haja histérico de eventos
cardiovasculares em policiais militares participantes deste estudo, e que
caracterize risco, eventualmente a interrupcdo do exame pode acontecer
como consequéncia de anormalidades no eletrocardiograma. O Unico
desconforto deste exame esta relacionado ao cansaco fisico;

2. Ecocardiograma: Exame realizado para analise do coragdo. Um gel é
espalhado na pele, na face anterior do térax, proximo da mama esquerda.
Um dispositivo de metal (transdutor) é deslizado sobre o gel e uma imagem
do coracdo é gerada num computador. N&o h& riscos e desconfortos
relacionados a este exame;

3. Doppler vascular: Exame realizado para analise dos vasos sanguineos. O
equipamento utilizado e os procedimentos adotados neste exame sdo 0s
mesmos do Ecocardiograma. Neste caso, as imagens geradas no
computador sdo das artérias do corpo. Ndo h& riscos e desconfortos
relacionados a este exame;

4. Pletismografia: Exame realizado para a medi¢cdo da quantidade de fluxo de
sangue nos vasos. Serdo colocados dois manguitos (semelhante aquele
aparelho utilizado durante a medicdo da pressao arterial), um no bragco e um
no punho. Nao ha riscos, porém um possivel desconforto deste exame esta
relacionado a um leve e passageiro formigamento nas méaos;

5. Exames laboratoriais: Uma veia do braco sera puncionada para coleta de
sangue, como se faz no laboratério normalmente. Este sangue sera utilizado
para dosagem de horménios, colesterol, glicose e também para coleta do
DNA e RNA (material genético), que serdo utilizados para a pesquisa e
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armazenados no Laboratério de Genética e Cardiologia Molecular do
Instituto do Coracédo — InCor (HCFMUSP), sob responsabilidade do diretor
deste Laboratdrio. Embora ndo haja histéricos de ocorréncias, podera
ocorrer risco de infecgdo pela manipulacdo no local, apesar de todos os
cuidados de assepsia que serdo tomados. O desconforto esta relacionado a
introducdo da agulha para puncao sanguinea;

1 Beneficios em ser voluntario: A participacdo neste estudo lhe confere
beneficios imediatos e a médio/longo prazo. A assiduidade e controle do
treinamento lhe propiciara excelente condicionamento fisico, condig&o
esta exigida para a prova do TAF (Teste de Aptidao Fisica) da PM e para
0 exercicio da profissdao. Durante estes 6 meses de treinamento
supervisionado vocé sera incentivado e tera a oportunidade de aprender
como manter a maxima condicao fisica adquirida, fato este que lhe trara
conforto diante das exigéncias fisicas durante as acdes policiais,
ajudando ainda na prevencao de doengas como, por exemplo, obesidade,
presséo alta e depresséao.

2 Garantia de acesso: Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos
profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de
eventuais davidas. O principal investigador € o Dr. José Eduardo Krieger
gue pode ser encontrado no endereco: InCor; Laboratorio de Genética e
Cardiologia Molecular — av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 44 - 10 andar,
bloco Il. Ou nos telefones (11) 3069 5579/5329/5511. Se vocé tiver
alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de
Campos, 225 — 5° andar — tel: 3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX:
3069-6442 ramal 26 — E-mail: cappesg@hcnet.usp.br.

E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e
deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu
tratamento na Instituic&o;

Direito de confidencialidade — As informacdes obtidas serdo analisadas em
conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgado a identificacdo de nenhum
paciente;

Vocé tera direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das
pesquisas, quando em estudos abertos, ou de resultados que sejam do
conhecimento dos pesquisadores;

Despesas e compensacdes: ndo ha despesas pessoais para o0 participante em
qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também nado ha
compensacao financeira relacionada a sua participacdo. Se existir qualquer
despesa adicional, ela serd absorvida pelo orcamento da pesquisa.

O material coletado e o resultado dos exames serdo utilizados somente para
esta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacgdes que li ou
que foram lidas para mim, descrevendo o estudo “ANALISE GENOMICA DOS
FENOTIPOS DE BOA FORMA FISICA RELACIONADA A SAUDE E DE
PERFORMANCE FiSICA HUMANA”.


mailto:cappesq@hcnet.usp.br
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Eu discuti com o Dr. José Eduardo Krieger sobre a minha decisdo em participar
nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propésitos do estudo, os
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que
minha participacdo é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a
tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar
deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou
durante o0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que
eu possa ter adquirido, ou ho meu atendimento neste Servico.

Participacdo no exame de biopsia muscular. Sim ( ) Nao ( )

Assinatura do paciente/representante

Data / /
legal

Assinatura da testemunha Data / /

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participacdo neste estudo.

José Eduardo Krieger Data / /
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