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RESUMO

Introducgao: Recentes evidéncias mostram que a fungéo vascular ndo depende
somente de células residentes na parede do vaso, mas ainda, parece ser
significativamente modulada por células circulantes derivadas da medula
o0ssea. O treinamento fisico induz a mobilizacdo de Células Progenitoras
Endoteliais (EPCs) e possui efeitos benéficos sobre a fungdo endotelial na
presenca de doenca vascular estabelecida e/ou de fatores de risco
cardiovascular. Entretanto, tais efeitos em individuos saudaveis ainda séo
pouco conhecidos. Objetivos: Avaliar os niveis de CPCs, EPCs e a fungédo
endotelial de homens saudaveis, praticantes de corrida de longa duragéo, e em
sedentarios saudaveis. Métodos: Praticantes corridas aerdbicas de longa
duracéo (Grupo TA, n= 38, >40 km/semana, ha mais de 2 anos com velocidade
2 15km/h), com idade entre 21— 58 anos, foram orientados a ndo praticarem
exercicio nas 24 horas antes da coleta de sangue. Individuos sedentarios
saudaveis (Grupo CT, n= 30) foram incluidos como controle. Todos,
participantes do Estudo ESCHOT. Células CD34", CD133" e subpupulacdes
CD34'CD133" (CPCs), e CD34'KDR® (EPCs) foram quantificadas por
citometria de fluxo em sangue periférico total. a func&o endotelial foi avaliada
por dilatagdo mediada por fluxo (DMF) da artéria braquial por meio de imagem
de ultrasson de alta resolucdo. Os dados nao normalmente distribuidos foram
analisados por teste de Mann Whitney U e coeficiente de correlagdo de
Spearman (r), expressos como a mediana  erro padrdo da média. Os dados
com distribuicdo normal foram analisados por Teste T e coeficiente de
correlacao de Pearson, expressos como média * erro padrdo da média. O valor
de p<0,05 considerado significante. Resultados: Nao houve diferenga
estatistica entre os grupos na contagem de CPCs (CT: CD34": 0,0381 *
0,0036; CD133™: 0,0308 + 0,0043; CD34'/CD133": 0,0149 * 0,0024. TA:
CD34": 0,0399 + 0,0050; CD133"™: 0,0199 + 0,0052; CD34"/CD133™: 0,0124 +
0,0033). Foram observados maiores niveis de EPCs no grupo TA (CD34'KDR™:
0,0121 £+ 0,0025) em relagdo ao grupo CT (0,0083 + 0,0012) com uma
tendéncia a significancia estatistica (p = 0,057). A %DMF no grupo TA (8,71 £
0,59) foi similar ao CT (7,61 + 0,59) e nao teve correlagdo com o numero de

EPCs. Conclusao: Dentre as populacdes celulares avaliadas, apenas os niveis



de EPCs foram maiores no grupo TA em relagdo ao grupo CT, o que nao foi
correlacionou-se com melhora da fungdo endotelial. Tal achado poderia estar
associado a populagcao estudada ser de individuos saudaveis, sem a presencga

de fatores associados a disfungao endotelial.

Palavras-chave: EPC; treinamento aerdbico; fungédo endotelial; DMF braquial



ABSTRACT

Background. Recent evidence has shown that vascular function depends not
only resident cells in the vessel wall but also appears to be significantly
modulated by circulating cells derived from bone marrow. The physical training
induces endothelial progenitor cells (EPCs) mobilization and has beneficial
effects on endothelial function in the presence of vascular disease or
cardiovascular risk factors. However, this effects in healthy individuals is still
little known. Aims: Assess CPCs, EPCs levels and endothelial function in
healthy male runners are long-term and healthy sedentary. Methods: Long-
term runners (TA group, n= 38, >40km/week, For over two years with speed =
15km/h), aged 21 to 58 years, were instructed not to do exercise for 24 hours
before collection blood. Healthy sedentary subjects were included as controls
(CT group, n= 30). All were participants in the ESCHOT study. CD34", CD133"
cells and CD34"CD133" subpopulations (CPCs), CD34"'KDR" (EPCs) were
quantified by flow cytometry on total pheripheral blood. The endothelial function
was assessed by flow-mediated dilatation (FMD) of brachial artery using high
resolution vascular ultrasound. Data not normally distributed were analyzed by
testing Mann Whitney U and Spearman’s correlation coefficient (r), expressed
an median + standard error of mean. Data with normal distribution were
analyzed by T test and Pearson's correlation coefficient, expressed as mean +
standard error of mean. The p value < 0,05 was considered significant.
Results: There were no statistical difference between groups in the count of
CPCs. (CT: CD34": 0,0381 + 0,0036; CD133": 0,0308 + 0,0043; CD34*/CD133":
0,0149 + 0,0024. TA: CD34": 0,0399 + 0,0050; CD133": 0,0199 + 0,0052;
CD347/CD133": 0,0124 + 0,0033). Showed higher levels of EPCs in the TA
group (CD34"KDR™: 0,0121 + 0,0025) compared to CT group (0,0083 + 0,0012)
with a trend towards statistical significance (p = 0,057). The% FMD in the TA
group (8.71 = 0.59) was similar to CT (7.61 £ 0.59) and did not correlate with
the number of EPCs.Conclusion: Among the populations evaluated, only the
levels of EPCs were higher in TA compared to CT, which was not correlated

with improved endothelial function. This finding may be associated with the



studied population be of healthy individuals without the presence of factors

associated with endothelial dysfunction.

Key words: EPC; aerobic training; endothelial function, brachial FMD



LISTA DE ABREVIATURAS

DAC Doenca arterial coronariana

CIC Clinica de investigacao cardiovascular
CK Creatina quinase

CK-MB Creatina quinase MB

CMN Células mononucleares

CPCs Circulating progenitor cells

CT Grupo controle

Cu/Zn-SOD  Cu/Zn- superoxide dismutase

DMF Dilatagao mediada por fluxo

EcSOD Extracellular superoxide dismutase

EDHF Fatores hiperpolarizantes derivados do endotélio
eNOS Oxido nitrico sintase endotelial

EPCs Endothelial progenitor cells

EPM Erro padrao da média

ET1 Endotelina 1

FGF-1 Fibroblast growth factor 1

FSC Forward scatter

GC Guanilato ciclase

G-CSF Granulocyte colony stimulating factor
GM-CSF Granulocyte-macrophage colony stimulating factor
cGMP Cyclic guanosine monophosphate

GTP Guanosine triphosphate

HPCs Hematopoietic progenitor cells

IL-6 Interleukin 6

IMC indice de massa corporal

Mn-SOD Mn-superoxide dismutase

NAD(P)H Nicotinamide adenite dinucleotide phosphate
NO Oxido nitrico

PDK phosphoinositide-dependent kinase

PGH, Prostaglandina H;



PGI2
PI3K
PIGF
PKA
PKB
PKG
RNAmM
ROS
SDF-1
SSC
TA
TNF-a
TR
TXA2
VEGF-R2
VO2max
VOP

Prostaciclina
Phosphatidylinositol 3-kinase
Placental growth factor

Protein kinase A

Protein kinase B

Protein Kinase G

RNA mensageiro

Espécies reativas de oxigénio
Stromal cell-derived factor 1
Side scatter

Grupo de treinamento aerobico
Tumor necrosis factor

Grupo de treinamento resistido
Tromboxano A

Vascular endothelial growth factor receptor-2
Volume de oxigénio maximo

Velocidade de onda de pulso
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1. INTRODUGAO

1.1 Funcgao Endotelial

O endotélio € uma camada unica de células que reveste a superficie
luminal dos vasos sanguineos. Este 6rgéo pesa cerca de um kilograma (1kg) e
& composto por 1-6 X10™ células (Augustin et al., 1994). Desde os
experimentos pioneiros de Furchgott e Zawadzgki (1980) em que descreveram
sua original observacédo sobre o fator relaxante derivado do endotélio, hoje
identificado como oxido nitrico (NO), tem-se o conhecimento que o endotélio
modula ativamente o tdnus vascular, sendo esta uma molécula chave na
regulacdo de varias fungdes vasculares, dentre estas, a mais conhecida é a
regulagcédo do tono. O NO possui ainda outras fung¢des tais como a regulagao da
coagulagao, o controle do transporte de substancias para o espago subintimar,
a participagdo ativa nas respostas inflamatéria e imune, a proliferacédo e
migragao celular e também no balango oxidativo. O NO é, portanto, elemento
de elevada importancia para a manutencdo da homeostase circulatéria e da
parede vascular (Luz et al., 2005).

O NO é um gas livremente difusivel, enzimaticamente sintetizado a partir
do aminoacido L-arginina e rapidamente inativado pelo anion superéxido. O NO
pode agir localmente no lumen vascular, ou no musculo liso vascular
promovendo relaxamento via guanilato ciclase (GC) (Gewalting & Kojda, 2002).
Estimulos como a for¢ga de arrasto produzida pelo fluxo sanguineo pulsatil, a
pressao que O sangue exerce sobre a parede vascular, e a tensdo de
cisalhamento (shear stress) contribuem para ativacdo de células endoteliais e
geracdo de niveis basais de NO, o que contribui para manter os vasos
sanguineos em estado de constante dilatacdo (Shesely et al., 1996; Cohen &
Vanhoutte, 1995; Fisslthaler et al., 2000). O endotélio, em resposta a estimulos
fisicos ou quimicos produz NO por meio da isoforma constitutiva da enzima
oxido nitrico sintase endotelial (eNOS). Tendo em vista que o NO & uma
molécula gasosa de alta difusibilidade nos meios bioldgicos, ocorre rapida
difusdo para as células do musculo liso vascular subjacentes. No citosol destas

células a GC é ativada levando a um acumulo de GMPc e ativagao de PKG (do
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inglés ¢cGMP dependent protein kinase). Esta, por sua vez, ira fosforilar
proteinas reguladoras de Ca?* e proteinas contrateis. Como resultado, ha
diminuicdo da concentracdo de Ca®* sarcoplasmatico, relaxamento do musculo
liso vascular, dilatagdo do vaso sanguineo, diminui¢do da resisténcia vascular e
consequente aumento do fluxo (Luz et al., 2005).

Além de um potente vasodilatador, o também NO inibe a sintese de
citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias e de moléculas de adeséao
leucocitaria. Inibe também a ativagdo e agregacao de plaquetas e deprime a
proliferagdo de células da musculatura lisa vascular (Ganz & Vita, 2003).

Além do NO, outras substancias vasoativas sdo também produzidas pelo
endotélio. De acordo com os efeitos principais, elas poderiam ser divididas em
dois grupos: os fatores vasodilatadores e antiproliferativos, cabendo destacar
entre eles o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) e a
prostaciclina (PGI2) e os fatores vasoconstritores/proliferativos, dentre os quais
cabe destaque para as endotelinas, os endoperoxidos, o tromboxano, as
espécies reativas de oxigénio (ROS) e a angiotensina Il. Em condigoes
fisiologicas, esses fatores agem de forma coordenada, e assim, as influéncias
vasodilatadoras e vasoconstrictoras sdo localmente balanceadas regulando a
resisténcia do leito vascular a fim de manter a perfusdo adequada dos tecidos
(Spieker et al., 2000; Widlansky et al., 2003) (figura 1).

Vasoconstritores Vasodilatadores
TXAz, PGFs, NO
ROS,ET PGI;
Angiotensina IT
Serotonina EDHF

— —

Figura 1: Principais fatores vasoativos liberados pelo endotélio vascular. PGF2
prostaglandinas F2. TXA2: tromboxano A2. ROS: espécies reativas de oxigénio. ET:
endotelina. NO: 6xido nitrico. PGI2: prostaciclina. EDHF: fator hiperpolarizante derivado do
endotélio. (Rattmann, 2009).
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A degradacgao do NO ocorre predominante por meio da interagédo de NO
com as ROS, como o anion superoxido (O2’), gerando o peroxinitrito (NOO). A
fim de se preservar uma adequada biodisponibilidade de NO, faz-se necessario
haver balango adequado entre o NO e as ROS na parede vascular, ja que a
interacdo entre estes é difusdo limitada (Darley-Usmar et al, 1995). Em
vigéncia de aumento de estresse oxidativo (aumento da concentragéo local das
ROS), ha reducdo da biodisponibilidade do NO, com o balango local
favorecendo os fatores vasoconstrictores/proliferativos. Desta forma, a
concentracgao local de NO depende de um lado de sua produgao, o que requer
um endotélio integro e funcionante e, do outro lado, de uma remocé&o
proporcional pelas ROS. Portanto, a produgdo local das ROS constitui

importante mecanismo de regulacao da biodisponibilidade de NO.

1.2 Disfung¢ao Endotelial

O termo “disfuncao endotelial’ refere-se a um desequilibrio na produgéo
endotelial dos mediadores que regulam o tdnus vascular, agregacéo
plaquetaria, coagulagéao e fibrindlise. Alteragdes na fungdo endotelial normal
podem provocar perda de seu efeito protetor do sistema vascular por reduzir
sua agao antitrombogénica e antiaterosclerética contribuindo para a progresséo
do processo aterosclerdtico com desenvolvimento de lesées e complicagdes
clinicas mais tardias. Estudos revelam uma associagao entre disfuncao
endotelial e fatores de risco cardiovascular, como o tabagismo (Zeiher et al.,
1995), as dislipidemias (Creager et al., 1990), o diabetes (Johnstone et al.,
1993), a hipertenséo arterial (Panza et al., 1990; Taddei et al., 1993; Perticone
et al.,, 1998) e a prépria senilidade (Taddei et al., 1995). A fisiopatologia da
disfuncdo endotelial inclui funcdo vasomotora alterada com dificuldade de
relaxamento da musculatura lisa vascular por estimulagdo da eNOS, estado
pré-inflamatério e pro-trombético e por fim aterogénese (Kasprzak et al., 2006).
Embora a disfungdo endotelial ocorra em diferentes processos patoldgicos, o
estresse oxidativo pode ser identificado como um denominador comum
(Griendling & FitzGerald, 2003). A figura 2 sumariza as causas e

consequéncias da disfuncao endotelial.



19

Uma importante caracteristica da disfungéo endotelial é a diminui¢ao da
sintese, liberac&o e biodisponibilidade de NO (Kasprzak et al., 2006). Isso tem
sido amplamente usado como um marcador clinico da fungcédo endotelial e pode
ser medido pela resposta vasomotora a um estimulo fisiolégico (Saka et al.,
2005) ou farmacolégico (Suwaidi et al., 2000). A presenca de disfungéo
endotelial pode servir como um indicador de estagios iniciais de insuficiéncia
vascular. Esta deteccédo clinica precoce, mesmo na auséncia de anormalidades
anatbmicas do vaso, € de grande relevancia, pois permite uma intervencgao
apropriada prevenindo a progressao da lesdao vascular. Dessa forma, a
disfungdo endotelial tem sido considerada ha tempos como um preditor
independente de eventos cardiovasculares (Schachinger et al., 2000; Halcox et
al., 2002; Perticone et al., 2001; Heitzer et al., 2001).

Causas e consequéncias da Disfuncao Endotelial

Hipertensdo Diabetes Tabagismo Hiperlipidemia Envelhecimento

\ Y

Estresse Oxidativo / Toxicidade afetando células endoteliais e
musculo liso vascular

1

DISFUNCAO ENDOTELIAL

Apoptose Adesdodeleucocitos Vasoconstricdo Deposicdolipidica  Trombose

\ 4 \ 4 \ 4 \ 4 4

Aterogénese e complicacoes (infarto, doenca
arterial periférica, acidente vascular encefalico).

Figura 2: Evolugao da disfungéo endotelial a partir dos fatores de risco até a aterosclerose.
Adaptado de Kasprzak, et al., 2006.

A analise da funcdo endotelial, apesar de sua importancia para o
entendimento da histéria natural das doencas vasculares, nao é tao simples,
uma vez que os métodos de maior acuracia sao invasivos.

A angiografia coronariana quantitativa € um exame eficaz para avaliar a

funcdo de artérias epicardicas in vivo. Para isso, sao usadas imagens de
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alteragcdo no diametro vascular em resposta as concentragbes gradualmente
maiores de vasodilatadores dependentes de endotélio, como a acetilcolina e
bradicinina, injetadas diretamente nas coronarias por meio de cateter intra-
arterial. Nesta técnica, ainda é possivel a avaliagdo da fungao motora de vasos
coronarianos de resisténcia através da medida de ultrassom com Doppler
intracoronariano das respostas do fluxo sanguineo a agentes vasoativos
(Zeiher et al., 1991). O teste de funcdo endotelial por angiografia coronariana
possui como desvantagem seu custo elevado, e, por ser invasiva, incorrer em
riscos para o paciente. Desta forma, esta técnica € essencialmente restrita para
uso em pacientes que possuem diagndstico clinico e que necessitam de
cateterizagdo cardiaca. Tais limitagbes levaram ao desenvolvimento de
indicadores substituintes da fungdo vasodilatadora vascular coronariana,
utilizando-se tecnologias mais acessiveis € de menor custo e risco (Rush et al.,
2005).

Atualmente, a disfungédo endotelial pode ser detectada usando métodos
simples, pouco invasivos, ou ndo invasivos que permitem medidas repetidas ao
longo do tempo, e a possibilidade de testar a efetividade de varias intervengdes
que podem afetar a saude vascular. Esses novos métodos sao baseados na
hipotese de que a disfungéo endotelial seria sistémica, isto €, ndo seria limitada
a territérios especificos, como as artérias coronarias, mas envolveria todo leito
arterial (Anderson et al., 1995a; Anderson et al., 1995b).

A pletismografia tem sido usada para avaliagdo da fungdo vasomotora
endotelial de vasos de resisténcia do antebraco. Baseia-se nas variagbes de
volume do antebraco decorrentes das alteragdes do volume sanguineo contido
no leito vascular, o qual estaria relacionado aos processos de vasoconstricdo
ou vasodilatagdo da regido avaliada. Além disso, a fungao endotelial também
pode ser avaliada através da medida da velocidade do fluxo sanguineo com o
uso do ultrassom com Doppler apés a infuséo intra-arterial (braquial ou radial)
de drogas vasoativas (Rush, 2005). O procedimento, embora simples, possui
risco de complicagdes decorrentes da pungao arterial, o que limita a
disseminagao do seu uso.

A medida n&o invasiva de vasodilatagdo mediada por fluxo (DMF)
usando imagem de ultra-som de alta frequéncia apds oclusdo transitéria da

artéria braquial foi introduzida por Celermajer e colaboradores (1992) e, em
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vista de sua simplicidade e seguranga, tem sido amplamente utilizada em
ambiente clinico e em pesquisa. A resposta de hiperemia reativa decorrente de
isquemia provocada pela ocluséo transitoria da artéria braquial, é caracterizada
por um pico de fluxo da artéria braquial que é sustentado por alguns segundos.
A elevacdo do fluxo/shear stress causa dilatacdo da artéria braquial com
resposta maxima tipicamente ocorrendo entre 45 a 90 segundos apds a
liberagdo da ocluséo. Essa hiperemia, associada ao aumento da velocidade do
fluxo sanguineo, induz a liberacao local de NO, resultando em vasodilatagcao
que pode ser quantificada com um indice de fungdo vasomotora (%DMF). O
comprometimento da DMF braquial tem sido amplamente considerado como
uma manifestagdo precoce, e potencialmente reversivel, de doenga vascular
endotelial e pode representar uma medida integrada de varias agressdes ao
endotélio (Widlanksy et al., 2003; Celermajer et al., 1992; Libby et al., 2002).
Com base nesta consideracdo, Yeboah et al (2009), recentemente,
demonstraram em estudo populacional que a DMF braquial € um preditor para
eventos cardiovasculares incidentes em adultos sem doencga cardiovascular
conhecida, fornecendo dados que justificam a utilizagdo da DMF em pesquisas
futuras. Além do NO, novos biomarcadores da funcdo endotelial tém sido
investigados atualmente, dentro os quais os fatores inflamatorios e
vasoconstritores, moléculas de adesdo e células progenitoras endoteliais
circulantes envolvidas na angiogénese e no reparo do endotélio lesado.

Para se promover saude vascular, deve-se reduzir a agresséo a parede
dos vasos sanguineos e potencializar mecanismos fisiologicos de reparo. Ao
lado das intervengdes farmacoldgicas para melhora da saude vascular (Honda
et al., 2009), intervencdes no estilo de vida, tais como alimentagdo saudavel e
varias formas de treinamento fisico podem prevenir ou até corrigir a disfungao

endotelial em muitas doencas cardiovasculares.
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1.3 Sistema Cardiovascular e o Exercicio Fisico

Ao longo dos ultimos 50 anos, a nogdo de que o exercicio aerdbico
reduz a morbidade e mortalidade cardiovascular na populagédo em geral, assim
como em pacientes com doencga arterial coronariana estabelecida, tornou-se
cada vez mais evidente em vista de dados obtidos em estudos
epidemiologicos. Os relatos iniciais mostraram que individuos em ocupagdes
ativas possuiam menores indices de doencgas cardiacas do que individuos com
ocupacgobes sedentarias (Morris et al., 1953; Morris & Crawford, 1958). A partir
dai, iniciou-se a investigacdo de pessoas que realizavam atividades fisicas
recreativas, o que levou a resultados semelhantes (Morris et al., 1990). Mais
tarde, as avaliagcbes de condicionamento cardiorespiratério mostraram
diminui¢cdo substancial de risco total de morbidade e mortalidade em pessoas
moderadamente condicionadas (Blair et al., 1996; Lee et al, 1999).

Hoje, existe uma grande quantidade de evidéncias que mostram a
importancia do exercicio fisico na manutengcdo da saude cardiovascular e
prevencdo de doencgas, apresentando efeitos benéficos em muitas variaveis
fisiologicas, tais como no perfil lipidico (Wood et al., 1991), na porcentagem de
gordura corporal (Tran & Weltman, 1985; Wood et al., 1991), na tolerancia a
glicose e sensibilidade a insulina (Helmrich et al., 1991) e na presséao
sanguinea (Martin et al., 1990; Duncan et al., 1985). Também ja esta descrito
na literatura que pessoas que se exercitam adequadamente sdo menos
susceptiveis ao desenvolvimento de acidentes vasculares encefalicos (Booth et
al., 2000), de algumas formas de cancer (Farrel et al., 2007), da obesidade (Di
Pietro et al., 2004) e de osteoporose (Greendale et al., 1995). Tais evidéncias,
dentre tantas outras acumuladas ao longo de algumas décadas, mostram que o
exercicio fisico crbnico, isto é, realizado de forma regular, orientada e
sistematizada pode influenciar expressivamente o  funcionamento
cardiovascular resultando em beneficios para a saude. A figura 3 sumariza os
efeitos mediados pelo exercicio sobre diferentes componentes do sistema
cardiovascular que convergem para inibicdo dos processos que levam a

aterogénese.
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Figura 3: Esquema do conjunto de efeitos decorrentes do exercicio sobre o sistema
cardiovascular e metabolismo. Adaptado de Niebauer & Cooke, 1996.

1.4 Fungao Endotelial e o Exercicio Fisico

Ja esta bem sedimentado o conhecimento de que o endotélio é
essencial para saude vascular, para regulagdo do ténus e manutencido da
homeostase, uma vez que a disfuncdo endotelial esta associada a varios
processos fisiopatoldgicos sendo considerada um fator preditor de eventos
cardiovasculares futuros. Estudos clinicos e experimentais mostram que o
exercicio fisico regular é capaz de melhorar a fungdo endotelial em pacientes
que ja exibem disfuncdo endotelial (Haram et al., 2008; Linke et al., 2008;
Tabet et al., 2009).

As exigéncias metabdlicas provocadas pelo exercicio fisico sao
satisfeitas pelo aumento na oferta de oxigénio e de substratos energéticos a
musculatura exercitada, o que exige intensa vasodilatagdo muscular. Dentre os
mecanismos vasodilatadores, destaca-se a producdo do NO. A elevacido do
débito cardiaco e da pressao arterial durante o exercicio aumenta o shear

stress, ou seja, ha um aumento da for¢ga que o sangue exerce sobre a parede
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do vaso que, por sua vez, contribui para ativacdo das células endoteliais e
consequente geragdo enzimatica de NO (Luz et al., 2005). Dessa forma, o
exercicio funciona como um potente estimulo fisiolégico para liberagdo de NO.

Os primeiros estudos a investigarem funcéo endotelial por pletismografia
em vasos de resisténcia e de condutancia foram realizados em individuos
adultos saudaveis apés quatro semanas de treinamento localizado de handgrip
(Green et al., 1994). Tais estudos sugeriram que o exercicio localizado de um
pequeno grupo de musculos nao influencia a fungado endotelial em individuos
saudaveis. A interpretacao dada a este achado foi que o exercicio localizado de
um pequeno grupo de musculos ndo seria capaz de influenciar a funcéo
endotelial de individuos com fungao endotelial ainda normal ou ainda que o
treinamento fisico ndo induziria beneficios no sistema dilatador envolvendo NO.
Tais beneficios seriam possiveis, entretanto, em individuos com disfungéo
endotelial ja instalada.

Em estudo posterior (Clarkson et al., 1999) envolvendo a resposta
vasodilatadora endotélio-dependente e utilizagdo de imagem de ultrassom da
artéria braquial, mostrou que ap6s10 semanas de programa treinamento fisico
diario de corrida, acrescido de sessdes de treinamento de forga, provocaram
uma melhora da dilatagdo dependente de endotélio em homens jovens
militares. Esse dado sugeria que exercicios mais prolongados e regulares
poderiam atuar preventivamente na perda de fungdo endotelial prevenindo o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares. Maiorana et al. (2001),
investigaram o efeito de oito semanas de treinamento combinando atividade
aerdbica e exercicio resistido, de intensidade moderada, na fungao vascular
por pletismografia em homens jovens saudaveis de meia idade sedentarios e
mostraram que o treinamento ndo afetou significativamente a fungao vascular.

Em trabalho recente, Tinken e colaboradores (2010) examinaram a
contribuicdo do shear stress para a adaptagao vascular em resposta a um
exercicio bilateral de handgrip agudo e cronico de oito semanas de treinamento
em homens jovens, usando a técnica de dilatagdo mediada por fluxo com
avaliacdo simultdnea do diametro arterial e velocidade de fluxo da artéria
braquial. Este estudo demonstrou que as mudancgas induzidas pelo exercicio
no shear stress fornecem o principal estimulo fisiolégico para adaptagdo na
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funcao endotelial mediada por fluxo e remodelamento vascular em resposta ao
exercicio em individuos saudaveis.

Muitos estudos também se dedicaram a avaliar os efeitos do treinamento
fisico sobre a fungdo endotelial de individuos com doenga cardiovascular ja
instalada. Hambrecht e colaboradores (2000) foram os primeiros a avaliar em
estudo prospectivo, o efeito de quatro semanas de treinamento fisico sobre a
funcdo endotelial em pacientes com Doenga Arterial Coronariana (DAC) por
angiografia coronariana quantitativa. Em quatro semanas de acompanhamento,
houve declinio da vasoconstricdo coronaria induzida por acetilcolina e melhora
do fluxo de reserva mediado por adenosina. Efeitos similares foram observados
em pacientes com insuficiéncia cardiaca crbnica em resposta a um programa
de treinamento com exercicio aerébico (Hambrecht et al., 1998). Outros
estudos ainda se dedicaram a investigar os efeitos do treinamento fisico sobre
a funcdo endotelial em individuos que apresentavam fatores de risco
cardiovascular, tais como: pacientes hipertensos (Higashi et al. 1999),
diabéticos (Maiorana et al. 2001a) e com hipercolesterolemia (Lewis et al.
1999; Walsh et at 2003). Tais pesquisas relataram efeitos sobre a fungao
endotelial independentes daqueles ja conhecidos sobre os fatores de risco
cardiovascular, mostrando provavel mecanismo direto relacionado ao shear
stress que seria responsavel pelos efeitos benéficos do treinamento fisico.
Portanto, os estudos até aqui s&do ainda inconclusivos em relagcdo a
possibilidade de se aumentar a funcdo endotelial pelo exercicio em individuos
saudaveis. Entretanto, esta bem consolidada na literatura a idéia de que o
exercicio constitui instrumento seguro de melhora da fungdo endotelial em
individuos com doenga cardiovascular ou metabdlica pré-existente.

Tendo em vista os achados ja descritos, € levantado o questionamento
sobre quais seriam 0s mecanismos responsaveis para tais efeitos do
treinamento fisico sobre a funcio vasodilatadora envolvendo NO. Ja esta bem
estabelecido que o NO reage com espécies reativas de oxigénio (ROS) e que
estas sdo capazes de reduzir a biodisponibilidade de NO. Incentivados por tal
consideragdo, Adams e colaboradores (2005) analisaram o impacto do
treinamento fisico em pacientes com doencga arterial coronariana (DAC), sobre
fontes de geragao de ROS, e observaram uma redugao na expressao vascular

da enzima NAD(P)H oxidase e do receptor AT1 de angiotensina |l resultando



26

em reducdo local da geracdo de ROS. E possivel ainda que a repetida inducéo
da atividade da eNOS com o treinamento regular prolongue a meia-vida de NO
por meio de uma redugdo de sua degradacdo por radicais livres, como
proposto por Fukai et al. (2000). Hambrecht et al. (2003), em continuidade a
uma série de estudos, investigaram os efeitos do treinamento fisico em
pacientes com DAC estavel e verificaram, além de melhora da capacidade
vasodilatadora dependente de endotélio, maior expressdo da eNOS nos
individuos treinados em relagdo ao controle, maior fosforilacdo da enzima a
qual correlacionou-se com a capacidade vasodilatadora mediada por
acetilcolina. Esse estudo revela que o treinamento fisico melhora a funcgao
endotelial in vivo por estimular a expressao e aumentar a fosforilagdo da eNOS.
Resultados similares foram encontrados por Zhang (2009) e colaboradores em
camundongos com treinamento de corrida em esteira. A ativagao de PI3K (do
inglés, phosphatidylinositol 3-kinase) e subsequente ativagdao de PKA e PKB
(do inglés, protein kinase A e protein kinase B) resultou em fosforilagdo de
eNOS com consequiente aumento da atividade desta enzima e da produgao de
NO. Com base nos estudos acima descritos, € proposto um mecanismo
molecular de ativacdo vascular pelo shear stress mediado pelo treinamento
fisico para a melhoria da disfungdo endotelial envolvida nos processos

patolégicos, conforme pode ser visto no esquema da Figura 4.
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Figura 4: Mecanismos moleculares mediados por shear stress. PI3K: phosphatidylinositol 3-
kinase; PKA: protein kinase A; PDK: phosphoinositide-dependent kinase eNOS: 6xido nitrico
sintase endotelial; NO: oxido nitrico; NADPH oxidase: nicotinamide adenite dinucleotide
phosphate-oxidase; Mn-SOD: Mn-superoxide dismutase; Cu/Zn-SOD: Cu/Zn-superoxide
dismutase; EcSOD: extracelular superoxide dismutase; ROS: espécies reativas de oxigénio.
GTP: Guanosine triphosphate; cGMP: Cyclic guanosine monophosphate. Adaptado de
Moebius-Winkler, 2010.

Goto e colaboradores (2003) levantaram evidéncias de que os efeitos do
treinamento fisico sobre a fungdo endotelial sejam dependentes da intensidade
e do tempo de exercicio. Neste estudo, feito em homens jovens e saudaveis,
somente 12 semanas de exercicio moderado (50% do VOgzmax) aumentou a
vasodilatagado dependente de endotélio, ao passo que o exercicio leve (25% do
VO2msx) € 0 de alta intensidade (75% do VOzmsax) N@o mostraram efeitos sobre a
vasodilatacdo mediada por acetilcolina.

Com relagcdo ao tempo de treinamento, acredita-se que duragdes
variaveis de exercicio fisico possam influenciar a resposta arterial ao aumento
do fluxo e do shear stress. Estudos relatam que a melhora da vasodilatagao
relacionada ao NO pode ser observada em treinamento de curto a médio-

prazo. O exercicio feito por periodos prolongados estaria determinando
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adaptagdes estruturais nas artérias, resultando em aumento do calibre vascular

que tenderia a normalizar o shear stress (Green et al., 2004; Prior et al., 2003).

1.5 Exercicio Fisico e Angiogénese

A formacdo de novos vasos €é um importante processo no
desenvolvimento embrionario e em processos de reparo tecidual, como ocorre
nos processos de cicatrizagdo ou no reparo pos oclusdo arterial. A
vasculogénese constitui a formagdo de novos vasos sanguineos por
progenitores endoteliais. Ja a angiogénese e a arteriogénese referem-se ao
brotamento e crescimento colateral de novos vasos a partir de vasos pré-
existentes, formando pontes colaterais entre redes arteriais (Carmeliet, 2003).
Em alguns casos o termo angiogénese tem sido usado para incluir todas as
formas de desenvolvimento vascular (Le Noble, 1998).

A integridade endotelial, ap6s uma lesdo, depende ndo somente da
extens&do de uma lesdo, mas também da capacidade enddgena de reparo. Dois
mecanismos tém sido identificados com os quais este processo ocorre. No
primeiro, células endoteliais maduras sdo capazes de se replicar localmente e
substituir as células perdidas e danificadas. Mais recentemente, a mobilizacéo
de células progenitoras endoteliais (EPCs — do inglés endothelial progenitor
cells) provenientes da medula Ossea tem sido considerado como um
mecanismo alternativo que desempenharia um papel significante na
manutengdo e no reparo vascular em eventos cardiovasculares associados a
perda de células endoteliais, tais como trombose e re-endotelizagdao de
dispositivos intravasculares (stents) (Deanfield et al, 2007). As células
progenitoras demonstram capacidade de melhorar a angiogénese e a fungao
endotelial, de inibir aterosclerose e de aumentar a fungcdo ventricular apos
infarto do miocardio (Dimmeler, 2001; Schuh et al., 2008).

O treinamento fisico como intervengdo nao farmacologica possui
potencial para elevar o numero e fungao de EPCs. Tal conceito € baseado em
estudos demonstrando que programas de intervengdo com exercicio s&o

capazes de melhorar a fungdo endotelial de pacientes com DAC e insuficiéncia
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cardiaca cronica sugerindo que as EPCs participariam do reparo de células

endoteliais danificadas.

1.6 Células Progenitoras Endoteliais (EPCs)

Até as primeiras descricdes sobre de EPCs, pensava-se que 0 processo
de vasculogénese ocorria somente durante o desenvolvimento embrionario,
mas nao na vida pdés-natal. De fato, ha uma década, dois trabalhos relataram
que células CD34" humanas isoladas da medula 6ssea, de sangue periférico e
de cordao umbilical, podiam se diferenciar em células endoteliais in vitro e in
vivo em camundongos, contribuindo, portanto para a neoendotelizagdo e
neovascularizagao no organismo adulto (Asahara et al., 1997; Shi et al., 1998).
ApoOs estes trabalhos, varios grupos iniciaram investigagbes utilizando
diferentes metodologias a fim de caracterizar as EPCs (Gehling et al. 2000,
Gunsilius et al. 2000, Lin et al. 2000, Peichev et al. 2000). Outros estudos em
animais sugeriram a incorporagao destas células derivadas da medula éssea
em vasos sanguineos em locais de tumor (Lyden et al., 2001; Nolan et al.,
2007), areas de endotélio desnudo (Li et al., 2006; Urao et al., 2006), isquemia
de membros inferiores (Takahashi et al., 1999) e apds infarto do miocardio
(Jackson et al., 2001). Com o avango na pesquisa de EPCs, o tradicional
conceito de que a regeneragcdo endotelial e angiogénese ocorrem
exclusivamente por meio da proliferacao de células endoteliais residentes na
parede vascular foi contestado, evidenciando que a vasculogénese poderia
ocorrer na vida pés-natal.

Hoje, ainda n&o existe um marcador claro e definido para caracterizar e
quantificar com acuracia as EPCs circulantes. Permanece em debate o fato de
estas células representarem ou ndo uma populagao estrutural e funcionalmente
homogénea (Ingram et al., 2005). As técnicas mais frequentemente utilizadas
para avaliacdo de EPC’s sdo a citometria de fluxo e a quantificacdo e
caracterizagao funcional apés cultura celular.

A técnica de citometria de fluxo permite a rapida caracterizagao celular
com a utilizagdo de anticorpos que se ligam diretamente a marcadores

especificos de superficie celular. A combinacdo de marcadores de células
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tronco hematopoiéticas como CD34, CD117 (cKit) ou CD133, com um
marcador de células endoteliais como Ve-caderina ou receptor 2 do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF-R2 ou KDR) sao frequentemente
usados para identificagdo de EPCs (Hristov et al., 2003; Urbich & Dimmeler,
2004; Adams et al., 2009). A correta caracterizagédo de EPCs por citometria de
fluxo é ainda incerta, apesar disso a definicdo CD34'/KDR® tem sido
frequentemente utilizada.

A quantidade absoluta e relativa de EPCs na circulacdo periférica é
baixa em condigdes basais (Khan et al., 2005). Porém, podem ser mobilizadas
da medula d6ssea para os tecidos periféricos por meio de varias estimulos,
como VEGF (do inglés vascular endothelial growth factor), SDF-1(do inglés
stromal cell-derived factor 1), FGF-1 (do inglés fibroblast growth factor), G-CSF
(do inglés granulocyte colony-stimulating factor) e GM-CSF (do inglés
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor). Esses fatores sé&o
normalmente produzidos e secretados em situacbes de isquemia, hipoxia,
inflamacgao ou neoplasia, participando ativamente na formagao de novos vasos
sanguineos mediante diferenciagdo de células progenitoras em células
endoteliais, ou seja, pelo processo conhecido como vasculogénese pos-natal
(Asahara e Kawamoto, 2004; Urbich e Dimmeler, 2004), como conceituado
anteriormente.

Além da mobilizagado decorrente da lesdo tecidual, estudos descrevem
mobilizacdo destas células por estimulagdo exdgena com estatinas (Vasa et al.,
2001) e alguns anti-hipertensivos (Bahlmann et al, 2005; Sugiura et al., 2008;
Pelliccia et al., 2009). Além disso, foi observada uma redugdo do numero e/ou
capacidade funcional destas células em diversas situacdes clinicas, como na
presenca de DAC ou mesmo de seus fatores de risco isoladamente, como
hipertensao, diabetes mellitus, obesidade, tabagismo, e na senescéncia (Vasa
et al.,, 2001; Tepper et al.,, 2002; Werner et al., 2005). Atualmente, existe o
conceito de que as EPCs atuam como um sistema de manutencdo da
homeostase vascular em humanos. Evidéncias indiretas para esse conceito
foram sugeridas com a presenga de uma correlagao inversa encontrada entre o
numero de EPCs circulantes em sangue periférico e presengca de
aterosclerose, nivel de disfungdao cardiovascular, risco de morbidade e

mortalidade cardiovascular (Vasa et al., 2001; Schmidt-Lucke et al., 2005;
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Werner et al., 2005; Chironi et al., 2007). Portanto, a avaliagdo de EPCs
poderia servir como um preditor de desfechos cardiovasculares, além disso,
estaria auxiliando no monitoramento dos efeitos de estratégias primarias e
secundarias de prevengao cardiovascular.

De acordo com alguns trabalhos, o principal mecanismo de mobilizag&o
de EPCs da medula 6ssea € dependente de ativagao de eNOS na presencga de
varios fatores de mobilizagdo, como o VEGF (Asahara et al., 1999) ou PIGF (do
inglés, placental growth factor) (Li et al., 2006) e com a imprescindivel
participacdo de metaloproteinases (Cheng et al., 2007; Huang et al., 2009).

Com a descoberta dessas células e as propriedades a elas atribuidas,
estudos clinicos e experimentais vém sendo realizados no sentido de se
determinar com melhor precisdo o papel destas subpopulagdes de células
progenitoras no envelhecimento e no aparecimento de disfun¢des vasculares
tdo comuns em muitas doengas. Hoje, busca-se desvendar qual € a exata
funcao destas células para o reparo de células endoteliais lesadas. Com base
nestes estudos, existem hoje dois conceitos sobre a potencial agdo das EPCs.
Inicialmente pensava-se em um envolvimento direto das EPCs no reparo da
camada endotelial, essas células estariam sendo atraidas para o endotélio
lesado diferenciando-se em células endoteliais maduras preenchendo esses
espacgos de células perdidas ou danificadas (Sata, 2003). Este conceito tem
sido substituido mais recentemente por um possivel efeito paracrino destas
células. Secretando citocinas, elas estimulariam células endoteliais maduras

melhorando seu desempenho (Urbich et al., 2005; Perry et al., 2009).

1.7 Exercicio Fisico e EPCs

Embora o exercicio seja considerado um estimulo fisiolégico para a
mobilizacdo de células provenientes da medula éssea (Brenner et al., 1998),
existem poucos dados sobre os efeitos do exercicio sobre células progenitoras
circulantes (CPCs), especialmente EPCs, em atletas. Ha mais de 20 anos, foi
relatado aumento de células formadoras de colénias em sangue periférico de
individuos saudaveis apds uma curta e intensa sessédo de exercicio (Barret et

al, 1978). Ainda, varios grupos ja se dedicaram a estudar variaveis
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hematoldgicas, como o aumento da contagem de leucécitos e neutréfilos com o
exercicio prolongado (Nieman et al., 1997; Brenner et al., 1998), além da
liberagdo de hormdnios como cortisol e 0 horménio de crescimento (Suzuki et
al., 2000) e de mediadores imunoldgicos, tais como o TNF-a (do inglés tumor
necrosis factor), a IL-6 (do inglés interleukin-6) e o G-CSF (Ostrowski et al.,
1999). Todos estes fatores promovem o crescimento e a mobilizagdo de células
progenitoras hematopoiéticas (HPCs - do inglés hematopoietic progenitor cells)
(Ikebuchi et al., 1988). Incentivados por tais informag¢des, Bonsignore e
colaboradores (2002) investigaram se a contagem de CPCs poderia diferir
entre individuos com treinamento amador de endurance e sedentarios, tendo
observando maiores niveis de células CD34" em treinados. Ja Thijssen et. al
(2006) nao encontraram tal diferenca na contagem celular basal entre
individuos jovens treinados e sedentarios.

Os estudos analisando o impacto do exercicio sobre a quantificacdo das
EPCs circulantes ainda é relativamente pequeno. Entretanto, os dados
disponiveis dao suporte a idéia de que existam efeitos distintos entre os tipos
de programas de treinamento em diferentes populag¢des de individuos. Adams
et al. (2004) investigaram a influéncia de uma sessao isolada do teste de
esforco maximo em pacientes com DAC sobre o numero de EPCs por
citometria de fluxo e cultura celular. Observaram que os sintomaticos
responderam com um aumento tempo dependente de EPCs CD34'KDR*
circulantes, o que ndo foi encontrado nos pacientes assintomaticos e nos
controles saudaveis. Em estudo experimental, o exercicio de corrida em
camundongos promoveu um aumento de EPCs por um mecanismo relacionado
a biodisponibilidade de NO. Além disso, no mesmo estudo, um programa de
treinamento de quatro semanas foi associado com up regulation de EPCs
CD34"KDR" em pacientes idosos com DAC documentada (Laufs, 2004).

Em outro estudo clinico utilizando um programa de treinamento de 12
semanas de sessdes de corrida supervisionada, Steiner et al (2005)
observaram um aumento de EPCs CD34'CD133'KDR" tanto em individuos
com DAC, quanto naqueles apenas com fatores de risco cardiovascular.
Associado a estes achados, este aumento ainda teve uma correlagdo positiva
com DMF mostrando estar associado com uma melhora da funcédo vascular.

Em conformidade com distintos trabalhos avaliando a relacdo do exercicio
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fisico sobre as EPCs, ha ainda os que se dedicaram a estudar os efeitos do
treinamento fisico em outras populagdes de individuos, como em pacientes
submetidos a hemodialise (Manfredini, 2009), e até mesmo em criangas
saudaveis (Walther, 2009). Vale ressaltar que, o “fator chave” para a
mobilizacdo de EPCs na DAC é a isquemia induzida pelo exercicio (Adams,
2004), apresentando, dessa forma um padrédo de alteragées nos niveis de
EPC’s diferente do observado em individuos saudaveis. Entretando, ainda s&o
pouco conhecidos os efeitos diretos da atividade fisica e o numero de EPCs
circulante na auséncia de doenca vascular em humanos.

Existe a necessidade de se estabelecer a intensidade e duragdo do
treinamento ideais para a regulacdo dos niveis destas células, bem como, o
tempo em que cursa a mobilizagdo de EPCs apds o exercicio. Levando isso em
consideragao, Laufs e colaboradores (2005) quantificaram EPCs por citometria
de fluxo e cultura celular em voluntarios saudaveis submetidos a trés
protocolos de exercicio de corrida. Neste estudo, o exercicio intenso e
moderado, por 30 minutos, mas nao por 10 minutos, agudamente aumentou os
niveis de EPC’s. Ainda, Rehman et al. (2004) mostram que uma sessao
relativamente curta de exercicio exaustivo elevou tanto a contagem de EPC’s
circulantes quanto em cultura celular.

No que diz respeito a duragao e intensidade de uma sessao de exercicio
foi observado em maratonistas, imediatamente apdés a corrida, redugao
significante de células CD34" e de células CD133", junto a reducgéo dos niveis
de VEGF, mas sem alteragdo no numero de EPCs (Adams, 2008). Ja em
atletas que participaram de corrida de longa distancia (246 km), a contagem de
EPCs aumentou no final da corrida e permaneceu elevada por até 48 horas
apos (Goussetis, 2009). Esses achados indicam que a mobilizagado de EPCs da
medula 6ssea depende da intensidade do exercicio e pode distintamente afetar
diferentes linhagens e populagdes de células progenitoras (Shantsila & Lip,
2009). Ainda neste mesmo contexto, em trabalho recentemente publicado,
Mdbius-Winkler e colaboradores (2009) dedicaram-se a estudar a cinética de
mobilizacdo de células progenitoras circulantes durante programa padronizado
de exercicio de endurance com duragao longa (240 minutos) em individuos

jovens saudaveis. Este estudo mostrou um aumento significante e tempo-
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dependente, com niveis maximos entre 210/240 minutos retornando ao basal
em aproximadamente 24 horas.

Estes dados confirmam o potencial do exercicio em ndo s6 produzir
efeitos benéficos para a fisiologia vascular, mas também em mobilizar células
progenitoras provenientes medula éssea. Grande parte dos estudos tem dado
enfoque a realizac&o de diferentes programas de exercicio em grupos distintos
de individuos que, em geral, ja possuiam algum processo patoldgico
documentado. Entretanto, o efeito do exercicio cronico, ou seja, ao longo dos
anos, sobre os niveis basais destas células na circulagéo periférica de
individuos saudaveis ainda € pouco conhecido. Dados correlacionando a
quantificacdo de tais células com a fung&o vascular nesta populagéo s&o ainda
mais escassos. Sendo assim, nosso estudo concentrou-se em avaliar os niveis
basais de CPCs e EPCs em atletas masculinos, com treinamento de
endurance, promovido por corridas de longa distancia, em situagao de pelo
menos 24 horas de repouso. Para o grupo controle, foi escolhido um grupo de
homens, na mesma faixa etaria, sedentarios e também saudaveis.
Adicionalmente, investigamos a existéncia de correlacdo das EPCs com a

funcado vascular nesses individuos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os niveis percentuais de CPCs e EPCs em sangue periférico e
sua possivel correlacdo com a funcdo endotelial de homens saudaveis,
praticantes de corrida de longa distancia, em situacdo de pelo menos 24

horas e em sedentarios saudaveis.

2.2  Objetivos Especificos

2.21 Avaliar os efeitos do treinamento aerdbico a longo prazo
sobre parametros bioquimicos em relagéo a individuos sedentarios;

222 Mensurar marcadores de lesdo muscular em homens
treinados e sedentarios;

2.2.3 Comparar medida de funcdo endotelial em homens
treinados e sedentarios por meio de ultrassom vascular de alta
resolugao.

224 Analisar o perfil de distribuicdo da variavel utilizada para
quantificacéo celular;

2.2.5 Mensurar niveis de CPCs e EPCs em sangue periférico por
citometria de fluxo nos individuos treinados e sedentarios

2.2.6 Investigar a existéncia ou ndo de uma correlagao entre os

niveis de EPCs com a medida de funcao endotelial.
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3. MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi realizado como um dos subprojetos do estudo
denominado “Parametros Estruturais e Funcionais do Coracdo e de Vasos
Sanguineos de Individuos Submetidos, por longo prazo, ao Treinamento
Aerdbico ou Resistido” (Projeto ESCHOT) realizado na Clinica de Investigagao
Cardiovascular (CIC) do Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias da Saude
da UFES. O projeto ESCHOT foi desenvolvido com a finalidade de se avaliar
como estas duas modalidade de exercicio, praticados por longo tempo, afetam
os parametros cardiovasculares, bioquimicos e metabdlicos de individuos do

sexo masculino.

3.1 Delineamento e Sele¢ao da Amostra do Estudo ESCHOT

O estudo teve natureza observacional e transversal. Os individuos foram
convidados a participar do estudo a partir de contatos firmados por
pesquisadores com possiveis candidatos que praticam regularmente
treinamento de corrida de rua, academias e outros locais ou exercicio resistido
(exercicio de forga). Apos o contato inicial era preenchido um questionario para
verificar se o individuo preenchia as condigbes de elegibilidade e ndo possuia
critérios de exclusédo. Os participantes deveriam ser do sexo masculino, idade
entre 20 e 60 anos, ser aparentemente sadio e ndo estar sob uso regular de
qualquer medicamento para doencgas cronicas. O interesse era por individuos
que recebiam treinamento predominantemente de endurance (corrida),
exercicio resistido ou por individuos sedentarios nos ultimos 6 meses antes de
inclusdo no estudo.

A amostra foi composta de 126 individuos do sexo masculino, com idade
entre 21 e 58 anos, com graus variaveis de escolaridade, classificagdo étnica e
socioecondémica. Os participantes foram divididos em 3 grupos de acordo com

o tipo de exercicio fisico e sua frequéncia de realizagao.

GRUPO 1 (TR, N=35): Grupo de Treinamento Resistido, composto por

praticantes de treinamento de forga ha, pelo menos, 2 anos, e com indice de
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mesomorfia predominante em comparacdo aos indices de ectomorfia e

endomorfia;

GRUPO 2 (TA, N=48): Grupo de Treinamento Aerdbico, composto por
individuos com treinamento de corrida ha, pelo menos, 2 anos, com carga de
treinamento superior a 40 Km por semana, divididas em 3 ou mais sessdes

semanais feitas a velocidade =15km/h.

GRUPO 3 (CT, N=43): Grupo Controle composto por individuos sem
envolvimento com qualquer uma das modalidades acima no ultimo ano e com
carga de atividade aerdbica <3 sessdes por semana com duragédo <30 minutos
por sessao.

Apds o convite feito em entrevista os participantes eram instruidos a
respeito dos objetivos e procedimentos da pesquisa. Apos assinatura de termo
de consentimento para participagdo no estudo era feito o agendamento de
visita a CIC para a realizacdo de exames conforme esquema apresentado na

figura 5.



Contato inicial e Recrutamento

A 4

Questionario de elegibilidade, entrevista

e avaliagao fisica
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Nao Elegivel
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- Instrugdes para realizagdo de exames

-Recepgao

-Checagem de adesao as orientagdes

\ 4

Realizagdo dos exames na CIC
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Figura 5: Fluxograma representativo das etapas de selegdo dos individuos do projeto

ESCHOT até a realizagao dos exames. CIC: clinica de investigagao cardiovascular.

3.2 Orientagoes ao Participante para alda a CIC

Na realizagdo do pré-agendamento o participante era instruido por um

pesquisador treinado sobre as seguintes orientacdes:

- Manter jejum nas 12 horas precedentes a realizagdo dos exames e se

abster de qualquer alimento ou bebida que possua cafeina em sua composicao

por periodo de 24 horas antes dos exames.

- Nao realizar exercicio intenso (como corrida, ginastica, fazer servigos

domésticos pesados) nas 24 horas antes da realizagdo dos exames. Em
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especial os participantes dos grupos TR e TA eram orientados a interromper o
treinamento fisico por igual periodo.

- Caso o participante estivesse fazendo o uso de suplementos
alimentares contendo polivitaminicos, interromper o uso no dia anterior a

realizacao dos exames.

3.3 Realizagao dos Testes, Medidas e Exames

Apos chegada a CIC, entre 07:00 e 08:00 h da manha, os participantes
deveriam entregar o frasco com a urina coletada no periodo de 12 h (das 19:00
h as 07:00 h), conforme padronizagéo realizada anteriormente (Molina, 2002).
Em seguida o individuo era submetido aos seguintes procedimentos:

(a) Preenchimento de questionario com dados pessoais, informagdes
sobre condi¢cbes de vida, saude e parametros nutricionais, histéria de
treinamento fisico, histérico de uso de métodos e processos para inducao de
hipertrofia muscular que nao o exercicio fisico.

(c) Coleta de sangue por venopungéo no antebragco

(d) Avaliagdo antropométrica

(e) Medidas da presséo arterial

(f) Eletrocardiograma de repouso

(9) Variabilidade da frequéncia cardiaca

(h) Velocidade de Onda de Pulso (VOP) carotideo-femural

(i) Tonometria de Pulso Arterial

(j) Ecocardiografia

() Teste de fungao vagal (teste de 4 segundos)

(m) Teste Pressorico do Frio

(n) Vasodilatagdo Mediada por Fluxo da Artéria Braquial

Todos os exames foram realizados no mesmo dia, exceto o
ecocardiograma que em alguns individuos era feito em outro dia no periodo da
tarde. Além disso, era agendado uma ergoespirometria a ser realizada no
Laboratdrio de Fisiologia do Exercicio (Lafex) do Centro de Educagéo Fisica e
Desportos da Ufes.
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Para o alcance dos objetivos propostos neste estudo, serao
apresentados basicamente, além dos dados gerais dos individuos, a medida de
células progenitoras no sangue venoso e os dados do teste de vasodilatagédo

mediada por fluxo da artéria braquial.

3.3.1 TESTE DE DILATACAO MEDIADA POR FLUXO DA ARTERIA BRAQUIAL

A avaliagado da funcédo endotelial foi realizada em jejum de 12 horas,
antes da coleta das amostras de sangue e com abstencédo de uso de cafeina,
tabaco ou vitaminas para evitar interferéncia nos resultados do exame (Harris
et al., 2010). O protocolo descrito a seguir foi o mesmo utilizado no MESA
(Multiethnic Study in Atherosclerosis) (Yeboah et al., 2009).

Inicialmente o individuo era mantido em sala silenciosa e tranquila, com
temperatura controlada (20-22°C), deitado em maca na posigdo supina por
aproximadamente 10 min. Em seguida era feita a medida da pressao arterial
em ambos os bracgos, utilizando-se aparelho oscilométrico automatico (OMRON
765CP, USA) com manguito apropriado para o diametro do brago do
participante, segundo especificacdo do fabricante. Em todos os individuos
testados a diferenga de pressao arterial sistélica e diastdlica entre os bragos foi
inferior, respectivamente, a 15 mmHg e 10 mmHg, indicando ndo haver
comprometimento da arvore arterial que nutre os membros superiores, o que
inviabilizaria a realizagdo do exame.

A medida do didametro da artéria braquial direita foi feito com plataforma
de ultrassonografia de alta resolugdao (Toshiba, Aplio XG Model SSA-7902,
Japao), usando-se transdutor linear de 7,5 a 12,0 MHz (Toshiba PLT-704AT,
Japao). Apds a coleta dos dados do exame, as leituras foram feitas off line por
investigador treinado e certificado para realizagdo das medidas e cego em
relacdo aos grupos. A leitura era feita com auxilio de software para analise de
imagens dimensionais e Doppler. A medida do didmetro arterial era feita em
coincidéncia com o pico da R indicando leitura feita exatamente ao final da
diastole ventricular (Corretti et al., 2002; Harris et al., 2010), conforme mostra a

figura 6. Para obtencao da imagem da artéria braquial, o probe do ultrassom foi
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posicionado 5 a 9 cm acima da fossa antecubital, e o cuff de ocluséo
posicionado distalmente ao probe e ao longo do antebraco.

Apo6s acertos no equipamento e determinada a posicdo ideal para
medida do didametro arterial elevava-se a pressao no manguito do brago direito
para uma pressao 25 a 50 mmHg superior a pressao arterial sistolica medida
anteriormente, mantendo-se essa pressao por um periodo de isquemia do
membro de 5 minutos.

Para avaliagcdo das alteragdes da velocidade do fluxo (cm/s) e do
didmetro vascular (mm), foram gravados 8 videos de 20 segundos cada um
com as imagens de ultrasson. O diametro arterial basal era medido em 6 ciclos
cardiacos consecutivos, extraindo-se a média dos valores para se determinar o
didmetro basal médio. O segundo video, também no estado basal, foi gravado
para determinar o a velocidade basal do fluxo sanguineo. O terceiro video trés
teve inicio 10 segundos antes da liberagdo do cuff e nos 10 segundos
subsequentes, com intuito de se obter um registro da velocidade do fluxo
sanguineo momentos apo6s a liberacdo do fluxo quando o sangue atinge a
velocidade maxima. Essa velocidade reflete a hiperemia reativa a isquemia
transitéria. Tanto para a medida basal como naquela apés a liberacdo da
oclusdo, a velocidade do fluxo foi determinada com um Doppler de 1,2 mm de
volume no lumem vascular com corregao do software para angulo de incidéncia
de 60°.

A cinética temporal da variagdo do didmetro arterial foi determinada nos
videos subsequentes obtidos aos 20, 30, 40, 50, 60, 70, 90, 100 e 110
segundos apos a liberagdo do cuff do manguito de pressdao conforme
apresentado na figura 7. A dilatagcao arterial maxima ocorreu em grande parte
dos individuos cerca de 60 segundos apés a liberagdo do cuff, conforme ja
descrito na literatura (Celermajer et al., 1992). A dilatagdo mediada por fluxo foi
calculada como mudanga percentual maxima no didmetro arterial apos a

liberagao do cuff comparado ao didmetro arterial em repouso (%DMF).



102254:ESCHOT 102254 45 M 09/09/2010
ELSA UFES -LHR - VDL 053bpm 08:24:34

21/12/2010 09:17:56 |

TOSHIBA

. "r

[meanIMT A'3.98 mm [ Distt A '3.96 mm | Dist2 A '3.96 mm [ Dist3 A '4.02 mm |

A4 InaA
DFES 574 600

102254:ESCHOT 102254 45 M 09/09/2010
ELSA UFES -LHR - VDL 066bpm 08:32:28

21/12/2010 09:20:15 |

TOSHIBA

| mean IMT A'4.25 mm  [Distt A '4.24 mm [Dist2 A '4.26 mm | Dist3 A '4.24 mm |

Ad I
DE?S 135~ 488
R ]

Figura 6: Imagens ilustrativas de um exame de medida de didmetro arterial. A) Didmetro
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Figura 7: Esquema do protocolo de medidas do fluxo sanguineo (cm/s) e didametro (mm)
obtidas por ultrassom vascular.

3.3.2 COLETA DE SANGUE

As amostras de sangue eram obtidas por venopungédo na regido da
fossa antecubital em tubos de coleta a vacuo. Estas eram previamente
processadas na CIC e encaminhadas para o Laboratério Central do SESI, em
Vitéria para realizagdo do hemograma padrao, exames bioquimicos de rotina:
dosagens séricas de colesterol total e fragbes, triglicerideos, acido urico,
creatinina e uréia. E para a realizacdo das medidas enzimaticas da creatina
quinase (CK) total e fragdo MB (CK-MB) séricas. Todos os exames foram feitos
de acordo com as técnicas padronizadas para analises clinicas e 0s mesmos

kits de dosagem foram usados durante todo o estudo.

3.4 Quantificagdo de EPCs e CPCs por Citometria de Fluxo

Células progenitoras circulantes (CPCs) podem ser identificadas no
sangue periférico através da expressao de marcadores de superficie celular.
Para isso, a técnica de citometria de fluxo, utilizando anticorpos monoclonais,
tem sido amplamente empregada, pois permite avaliagdo rapida e simultanea
de diferentes parametros de uma mesma célula e de diferentes sub-
populagdes.

A quantificacdo de CPCs e EPCs em citometria de fluxo foi realizada em
sangue periférico total colhido em tubo contendo EDTA como anticoagulante. A
marcacgao fenotipica das células foi feita com até uma hora apos a coleta do

material.
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Aliquotas de 200uL da amostra de sangue total foram colocadas em 3
tubos de marcacao, e pré-incubadas com 100 yL de uma solugao de soro fetal
bovino (Sigma-Aldrich) na concentracéo de 10% diluido em PBS pH 7.4 (Gibco)
por 20 minutos, em refrigeracdo (5 a 8°C) para bloqueio de ligagdes
inespecificas (Khan, 2005). Em seguida, 6 pyL de anticorpos monoclonais ou
isotipos controle conjugados a fluorocromos foram adicionados aos tubos
conforme a figura 8, e incubados por periodo de 30 minutos, também sob
refrigeracao (5 a 8°C) ao abrigo da luz. Foram montados dois painéis com os
seguintes anticorpos monoclonais: CD34 FITC/CD133 PE (Becton Dickson e
Miltenyi Biotec respectivamente) e CD34 FITC/KDR PE (Becton Dickson).

Neste trabalho, foram identificadas as células CD34", CD133" e
CD34"CD133" como CPCs e CD34"'KDR" como EPCs.

TUBO 1 TUBO 2 TUBO 3
Controle Isotipico CD34+/CD133+ CD34+/ KDR

S 8

Figura 8: llustragdo das combina¢des de marcadores utilizados para identificagcdo de CPCs e
EPCs.

Logo apds essa etapa, a lise de eritrécitos foi realizada adicionando-se 3
mL de solugéo de lise (Becton Dickinson) sob agitagdo em vortex, incubando-
se por 15 minutos a temperatura ambiente ao abrigo da luz. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 1400 rpm a 4°C. O sobrenadante foi
desprezado de uma so vez vertendo o tubo e o sedimento de células foi
ressuspenso manualmente. A este ultimo foram adicionados 3 mL de solucao
de BSA (Sigma) na concentragdo de 1% diluido em PBS pH 7.4 (Gibco)
seguindo-se de agitacdo em vortex e nova centrifugacdo a 1400 rpm por 7
minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado como anteriormente e o
sedimento de células ressuspenso com solucdo fixadora contendo
paraformaldeido a 1%, cacodilato de sddio 1,08% e cloreto de sddio a 0,67%.
As amostras eram deixadas em repouso a 5-8°C ao abrigo da luz até o

momento da leitura. A aquisi¢ao foi realizada em citbmetro FACS Calibur (BD —
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Becton Dickson, San Jose, CA, EUA) e os graficos analisados no software
WinMDI 2.9. As células foram adquiridas com 500 mil eventos (Fadini, 2008).
Apenas 5 amostras foram adquiridas com menos de 500 mil eventos (minimo:
100 mil), e 2 amostras foram adquiridas com mais de 500 mil eventos (maximo:
650 mil).

3.5 Analise dos Dados de Imunofenotipagem de EPCs e CPCs

A quantificagdo das células de interesse baseou-se inicialmente na
avaliagao grafica do tamanho (parametro FSC, do inglés forward scatter) e
complexidade interna (parametro SSC, do inglés side scatter) selecionando-se
a subpopulagcdo de linfocitos (regido R1) a partir da populagcéo total de
leucdcitos. Dentro desta regido, as células marcadas com o anticorpo
monoclonal anti CD34 FITC ou CD133PE foram selecionadas (regido R2 ou
R3) e montado novo grafico de quadrante incluindo R1 para identificagdo das
células duplamente marcadas com CD34/CD133 ou CD34/KDR (Figura 9)
conforme descrito por Steiner (2005). A mesma forma de analise foi realizada
para os tubos com os anticorpos de controle isotipico.

A partir desta analise, foram obtidos os eventos positivamente marcados
com os anticorpos de interesse e estes foram normalizados pelo numero de
eventos gated na regidao de linfécitos, e os resultados representados como
percentual de eventos positivos em células mononucleares (CMN) conforme
descrito anteriormente (Schmidt-Lucke, 2005). Para quantificagdo de células

CD34", foi utilizada a média de valores obtidos nos tubos 2 e 3.
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Figura 9: Graficos representativos ilustrando a estratégia de gating usada para quantificar
CPCs e EPCs por citometria de fluxo. Em (A) foi identificada a populagéo de linfécitos em R1.
(B) células CD34" e (E) CD133" foram identificadas na regido linfocitica e positivas para o
anticorpo especifico. Apds gate nas células CD34", foi identificada a coexpressdo de (C)
CD133" ou (D) KDR". As unidades do eixo X e Y s&o unidades arbitrarias de fluorescéncia.
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3.6 Analise Estatistica

O padrao de normalidade para distribuicdo das variaveis foi feita pelo
teste de Kolmogorov-Smirnov. As variaveis com distribuicdo normal sao
apresentadas como média * erro padrdao da média (epm) e a comparagao de
médias foi feita com o teste de t de Student. As variaveis ndo distribuidas
normalmente sdo expressas como mediana e epm, sendo a comparagao de
medianas feita pelo teste n&do paramétrico de Mann-Whitney. O grau de
correlagao foi calculado pelo coeficiente de Spearman (r) para os dados nao
paramétricos e pelo coeficiente de Pearson (r) para os dados paramétricos. Os
testes estatisticos foram realizados no software SPSS versdo 13.0. Para a

construgao dos graficos utilizou-se o software OriginPro verséo 6.0.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas da Amostra

Dos 126 participantes do Projeto ESCHOT, foi feita a identificagcdo de
CPCs e EPCs em sangue periférico em 96 destes; sendo 30 do grupo CT, 38
do grupo TA e 28 do grupo TR. Nao conseguimos realizar a quantificagdo
celular em 30 individuos, sendo 11 por nao ter sido feita a coleta de sangue
para esta finalidade e 19 por problemas técnicos (basicamente por problemas
de acesso ao equipamento de citometria de fluxo).

A avaliagcdo da funcédo endotelial pela vasodilatacdo mediada por fluxo
foi feita em 109 individuos, dos quais 37 pertenciam ao grupo CT, 45 ao grupo
TA e 27 ao grupo TR. Em 3 participantes nao foi possivel a obtengdo do dado
por problemas técnicos de aquisi¢ao de imagem. Em outros 13 o teste nao foi
realizado por auséncia de examinador e por alguns participantes estarem no
limite do periodo de jejum (estabelecido para ser de até 14 horas).

Como dito anteriormente os grupos de interesse neste estudo foram o
TA e CT. Portanto, os dados mostrados a seguir serédo referentes a estes dois
grupos. A tabela 1 apresenta as caracteristicas demograficas e clinicas das
amostras. Os dados mostram que os individuos foram similares em relagéo a
composi¢cao corporal, pressao arterial, glicemia de jejum, colesterol e
trigliceridios. Como esperado, a concentragdo do HDL-colesterol foi maior nos
individuos do grupo com treinamento aerdbico.

A média de idade dos participantes do grupo CT e TA juntos foi de 36 *
1 anos de idade, sendo a faixa de idade de 21 a 58 anos. Separadamente
analisados, o grupo CT teve uma idade média de 33 + 1 e faixa de idade de 23
a 50 anos, e o grupo TA 39 £ 1 anos de idade com faixa de etaria entre 21-58

apresentando diferenga significante entre os grupos (p<0,01).



52

Grupo Controle Treinamento

=43 Aer::‘l:;co
Idade (anos) 33+1 39 +1*
IMC (kg/m?) 24,0+0,7 23,6+0,4
Gordura (%) 18,1+0,8 16,0+ 0,8
PAS (mmHg) 112+ 2 115+ 1
PAD (mmHg) 68 + 1 68 £ 1
Glicose (mg/dL) 85,3+ 1 86,9 £ 1
Colesterol (mg/dL) 165,9 + 5,1 166,9 + 5,9
Triglicerideos (mg/dL) 84 +£11,5 82+6,4
HDL-c (mg/dL) 451+ 1,4 51,8 +1,5*
LDL-c (mg/dL) 98,9+4,5 97,1+5,0
Tempo de treinamento (anos) - 10+ 1

Tabela 1: Caracteristicas demograficas e clinicas da populagdo. Valores representados como
média + EPM. Os dados ndo normalmente distribuidos foram representados como mediana %
EPM. IMC: indice de massa corporal. PAS: Pressdo arterial sistélica. PAD: Pressao arterial
diastélica. HDL-c: HDL-colesterol. LDL-c: LDL-colesterol. Diferencga significativa com P<0,05
em relagao ao grupo controle (*).

4.2 Parametros Enzimaticos

A figura 10 apresenta os niveis séricos de creatina quinase (CK) nos
grupos de estudo. Os dados n&o apresentaram distribuigdo normal e por esse
motivo foram representados como mediana + epm. Observou-se que o0 grupo

TA apresentou maiores niveis de CK quando comparado ao grupo CT.
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Figura 10: Niveis séricos de Creatina Quinase no grupo Controle (CT, n= 40) e no grupo de
Treinamento Aerdbico (TA, n= 47). Valores expressos em mediana + EPM. (*) Diferenga
significativa com p<0,01 em relagdo ao grupo Controle.

Ainda, foi realizada a dosagem sérica da isoforma MB de creatina
quinase (CK-MB), e da mesma forma, os dados n&o apresentaram distribui¢cao
normal sendo representados como mediana + epm na figura 11. Também
foram observados maiores niveis plasmaticos no grupo TA em relagdo ao
grupo CT.
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Figura 11: Niveis séricos de Creatina Quinase no grupo Controle (CT, n= 40) e no grupo de
Treinamento Aerdbico (TA, n= 47). Valores expressos em mediana + EPM. (*) Diferenga
significativa com p<0,01 em relagdo ao grupo Controle.

4.3 Distribuicao da Variavel: Contagem Celular

A contagem celular de CPCs e EPCs no sangue venoso periférico foi
representada como porcentagem de eventos positivos em CMN (células
mononucleares) gated na regido de linfocitos. A contagem de células CD34" e
CD133" ndo apresentar distribuigdo normal como é mostrado nas figuras 12 e
13. De igual forma as subpopulagdes CD34'/CD133" e CD34"/KDR" também
nao apresentaram distribuicdo normal como pode ser mostrado nas figuras 14
e 15.
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Figura 12: Distribuicdo dos niveis de células CD34"CD133" (A) e CD34'KDR" (B) de ambos os
grupos (TA+CT, n= 68), controle (CT, n = 30), de treinamento aerébico (TA, n = 38). CMN:

células mononucleares.
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Figura 13: Distribuicdo dos niveis de células CD34"CD133" (A) e CD34'KDR" (B) de ambos os
grupos (TA+CT, n= 68), controle (CT, n = 30), de treinamento aerébico (TA, n = 38). CMN:
células mononucleares.
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Figura 14: Distribuicdo dos niveis de células CD34°CD133" (A) e CD34'KDR" (B) de ambos os
grupos (TA+CT, n= 68), controle (CT, n = 30), de treinamento aerébico (TA, n = 38). CMN:

células mononucleares.
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Figura 15: Distribuicdo dos niveis de células CD34"CD133" (A) e CD34'KDR" (B) de ambos os
grupos (TA+CT, n= 68), controle (CT, n = 30), de treinamento aerdbico (TA, n = 38). CMN:
células mononucleares.
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4.4 Teste de Reprodutibilidade entre Ensaios

Como ja apresentado na figura 8, o CD34" foi utilizado em ambas as
combinag¢des de marcadores para identificacdo de CPC e EPC circulantes.
Desta forma, a fim de se testar a reprodutibilidade entre ensaios para esta
marcagao, foi utilizado o coeficiente de correlagao de Spearman (r), tendo sido
observado forte grau de correlagdo em ambos os valores de porcentagem de

eventos positivos em cada tubo de marcagdo como apresentado na figura 16.

0,20 R
™
o 0,15+
0
=
- <
=2 0,104
s | .
Q .
i 0,05 ':’.
[ ]
(]
. ' 4
© r=0.85
0,00
| ] v | ] v | ] v | ] v | ]
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20

CD34+/CMN (%) Tubo 2

Figura 16: Correlagédo entre ensaios para marcagdo CD34+ nos tubos 2 e 3. CMN: células
mononucleares.

4.5 Células Progenitoras Circulantes

Os niveis percentuais de células progenitoras CD34" (CT: 0,0381 *
0,0036 e TA: 0,0399 + 0,0050, p = 0,63) e CD133" (CT: 0,0308 + 0,0043 e TA:
0,0199 = 0,0052, p = 0,22) circulantes em sangue periférico foram similares

entre os grupos controle e treinamento aerdbico, como mostra a figura 17.
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Figura 17: Niveis percentuais de células CD34°CD133" (A) e células CD34 KDR" (B) nos grupos
controle (CT, n= 30), e de treinamento aerdbico (TA, n= 38). O box expressa o EPM, (|:|) média,
(——) mediana e extremidades o DP. CMN: células mononucleares.

A figura 18 representa os niveis percentuais das subpopulagdes
celulares CD34"CD133" e CD34'KDR" circulantes em sangue periférico nos
grupos de estudo. Observaram-se niveis similares de células CD34°CD133"
(CT: 0,0149 + 0,0024 e TA: 0,0124 £ 0,0033, p = 0,26). Entretanto, o nivel
percentual da subpopulagdo de células CD34'KDR" apresentou-se aumentado
no grupo de treinamento aerdbico em relagdo ao grupo controle com uma
tendéncia a significancia estatistica (CT: 0,0083 = 0,0012 e TA: 0,0121 %

0,0025, p= 0,057).
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Figura 18: Niveis percentuais de células CD34°CD133" (A) e células CD34'KDR" (B) nos grupos
controle (CT, n= 30), e de treinamento aerdbico (TA, n= 38). O box expressa o EPM, (|:|) média,
(——) mediana e extremidades o DP. CMN: células mononucleares.

Devido a observada diferenga estatistica na idade entre os grupos CT e
TA, foi realizada analise de correlagao entre os niveis percentuais de células
CD34'KDR" e a idade dos individuos em cada grupo separadamente e juntos.
A figura 19 mostra a correlagdo entre os niveis percentuais de células
CD34'KDR" e a idade dos individuos do grupo CT, TA e CT+TA. Nas trés
anadlises, utilizando coeficiente de Spearman (r), foi encontrada fraca

correlacao.
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Figura 19: Correlacdo entre os niveis percentuais de células CD34'KDR" e a idade dos
individuos ambos os grupos (TA+CT, n= 68), controle (CT, n = 30), de treinamento aerébico

(TA, n = 38). CMN: células mononucleares.
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4.6 Dilatagao Mediada por Fluxo da Artéria Braquial

A tabela 2 apresenta as medidas de diametro e fluxo sanguineo da
artéria braquial avaliadas por ultrassom vascular em repouso e apds a ocluséo
transitéria do antebrago. Foi observado aumento significante de ambas os
parametros apds tal procedimento. Nao foi encontrada diferenca
estatisticamente significante entre os grupos de estudo CT e TA.

Grupo Treinamento
Controle Aerébico

n=37 n=45
Diametro Basal (mm) 4,11+ 0,08 4,20 + 0,07
Pico de Diametro (mm) 4,42 + 0,09* 4,56 £ 0,07*
A Diametro Arterial (mm) 0,31 £ 0,02 0,36 £ 0,03
Fluxo Basal (cm/s) 69,43 £ 2,25 71,85+ 2,21
Fluxo Apés Oclusao (cm/s) 148,26 + 3,58* 147,23 + 3,24*

Tabela 2. Medidas da artéria braquial avaliadas por ultrassom vascular. Valores representados
como média + EPM. Diferenca significativa com P<0,05 com o basal (*).
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A porcentagem de dilatagdo mediada por fluxo (% DMF) dependente de
endotélio dos grupos TA e CT esta representada na figura 20. Nao foi
observada diferenga estatistica significante (p = 0,19) entre o grupo de

treinamento aerébico e controle.

10-

DMF (%)

Figura 20: Dilatacdo mediada por fluxo (DMF) da artéria braquial nos grupos controle (CT, n =
37) e de treinamento aerdbico (TA, n = 45).

A figura 21 mostra a correlagéo entre a % DMF e a idade dos individuos
do grupo CT e TA e TA+CT. O coeficiente de Pearson (r) encontrado nas trés

analises mostrou fraca correlacio entre estes parametros.
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Figura 21: Correlacédo entre a porcentagem de dilatagdo mediada por fluxo (DMF) da artéria
braquial e a idade dos individuos de ambos os grupos (TA+CT, n= 82) controle (CT, n = 37) e
de treinamento aerdbico (TA, n = 45). CMN: células mononucleares.
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A figura 22 mostra uma fraca correlagdo entre os niveis de células
CD34"'KDR" e os valores de %DMF da arterial braquial avaliada por coeficiente

de Spearman (r) nos grupos CT, TA e TA+CT.
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Figura 22: Correlacdo entre a porcentagem de dilatagdo mediada por fluxo (DMF) da artéria

braquial e niveis de células CD34'KDR" em ambos os grupos (TA+CT, n= 60), grupo controle
(CT, n= 25), e treinamento aerdbico (TA, n= 35). CMN: células mononucleares.
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5. DISCUSSAO

A literatura descreve que o exercicio fisico regular e dinamico esta
associado com reducao de fatores de risco e da incidéncia de eventos
cardiovasculares. Determina, por exemplo, uma distribuicdo mais favoravel das
lipoproteinas no sangue, aumentando o HDL colesterol, fato confirmado neste
estudo. Em pacientes que ja sdo portadores de doengas cardiovasculares, o
exercicio aerobico regular também possui efeitos benéficos mais evidentes.
Assim, melhora a fungédo vascular de pacientes com DAC (Hambrecht, et al.,
2000; Belardinelli, et al., 2001), insuficiéncia cardiaca cronica (Hambrecht, et
al., 1998; Hornig et al., 2001) ou doenga arterial periférica (Brendle, et al.,
2001). O conhecimento e compreensdo dos diversos mecanismos que
determinam os efeitos benéficos do treinamento fisico sobre o sistema
cardiovascular, em especial sobre a fungdo endotelial, poderiam ajudar na
identificacdo de programas apropriados de exercicio fisico visando a
reabilitacdo de doentes ou, até mesmo, a prevengdo de doencgas
cardiovasculares em individuos saudaveis.

Estudos recentes mostram que CPCs provenientes da medula 6ssea
sdo capazes de modular a fungédo cardiovascular (Asahara et al., 1997). Em
especial, um subconjunto destas células, denominado EPCs (Rafii & Lyden,
2003), promove reparo vascular, participa da angiogénese e melhora a fungéo
endotelial (Dimmeler et al., 2001; Hill, et al., 2003; Walter et al., 2002; Werner
et al., 2003). Tanto o exercicio de endurance agudo (Rehman et al., 2004), ou
cronico (Laufs et al., 2004) sdo capazes de mobilizar células progenitoras em
pacientes com fatores de risco para doengas cardiovasculares ou com
patologia cardiovascular ja manifesta. Contudo, os estudos analisando o
impacto do exercicio cronico sobre a quantificacdo das EPC’s e sua correlagao
com a fungdo endotelial na auséncia de disfungcdo ou doenca estabelecida

ainda sao relativamente escassos.
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5.1 Principais Achados

Em nosso estudo avaliamos os niveis de CPCs e EPCs em sangue
periférico de individuos praticantes por longo tempo de corridas de longa
duracdo e comparamos os dados com um grupo controle de individuos
sedentarios saudaveis. A hipdtese inicial a ser testada era que o exercicio
cronico de endurance aumentaria o numero de CPCs e EPCs no sangue
periférico. Adicionalmente verificamos se haveria associagao entre os niveis de
EPCs e a fungao endotelial avaliada pela DMF na artéria braquial.

Os achados mais importantes do nosso trabalho foram: 1) detectamos
apenas tendéncia a elevacdo das EPCs CD34'KDR® nos corredores, em
detrimento das CPCs; 2) correlagédo fraca entre os niveis percentuais destas
células no sangue periférico com a fung¢ao endotelial; 3) valores similares de

%DMF entre corredores e sedentarios.

5.2 Parametros Bioquimicos

Alguns indicadores bioquimicos de aptidao adquirida com exercicios de
endurance foram levantados nos dois grupos, visando determinar se o grupo
TA se diferenciava do grupo CT. E amplamente aceito que o exercicio fisico
aerobico esta associado com um perfil lipidico e lipoproteico menos
aterogénico e, consequentemente, com uma redugao do risco cardiovascular.
Observamos clara e importante elevagdo da lipoproteina HDL no grupo
treinado com exercicio aerobico em detrimento das outras fracbes de
colesterol. Isso corrobora os achados na literatura mostrando associagcédo da
atividade fisica com maiores niveis de HDL colesterol em homens e mulheres
saudaveis (Haskell, 1984; Durstine & Haskell, 1994; Brites et al., 2004).

A medida da atividade de enzimas musculares como a creatina-quinase
(CK) permite obter informagbes sobre o status do tecido muscular e do
treinamento fisico. Os niveis séricos de CK total em individuos saudaveis sao
frequentemente usados como marcadores de lesdo muscular. Particularmente
em atletas, o estudo de CK tanto em repouso quanto apds uma sessao de

exercicio poderia ser uma importante ferramenta clinica. Entretanto, seu valor
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isolado como marcador € questionavel. Variagdes na atividade de CK diferem
marcadamente de acordo com as condi¢gdes de realizagdo do exercicio, carga
de esforgo, intensidade, duracdo, bem como do histérico de treinamento e de
caracteristicas fisicas individuais (Brancaccio et al., 2007).

Kratz et. al (2002) relatam que o treinamento de endurance pode resultar
em elevacgao persistente de CK. Ainda, dados ja descritos na literatura mostram
que atletas possuem maiores niveis de CK em relacdo a individuos nao
treinados (Hortobagyi & Denhan, 1989; Fallon et al., 1999), fato que também foi
detectado em nosso estudo, onde o grupo TA apresentou niveis séricos
maiores tanto de CK total quando da fragcdo CK-MB. Vale ressaltar que todos
os participantes estavam em repouso e com treinamento interrompido por, pelo
menos, 24 horas antes da coleta de sangue. Assim, nossos achados sao
concordantes com aqueles de Kratz et al. (2002) e de Franga et al. (2006) que
mostram uma elevacgao persistente dos niveis de CK total e CK-MB por pelo
menos 24 horas apos maratona. Na coleta de sangue, entretanto, ndo foi
verificada quando teria sido a ultima sessdo e nem qual a sua intensidade.
Entretanto, os participantes do grupo TA realizam sessbes de corrida
superiores a 15 km, pelo menos 3 vezes por semana, 0 que leva a crer que 0s
niveis elevados de CK e CK-MB indiguem que os individuos estavam em
periodo de treinamento e que as enzimas séricas indicariam essa situagao.

A isoenzima MB é considerada um confidvel marcador de necrose
miocardica, oferecendo consideravel sensibilidade para prever piora no
prognéstico em pacientes infartados (Rajappa & Sharma, 2005; Galla et al.,
2006). Apesar de o presente trabalho encontrar aumento desta fragdo de CK, o
diagndstico de dano cardiaco em corredores de longa distancia € complexo
nao deve ser feito sem que haja correlagdo entre os dados enzimaticos e o
quadro clinico, como sugerido por Brancaccio et al. (2007). Dessa forma, a
analise de enzimas indicadoras de dano miocardico deve ser feita com cautela
em atletas em treinamento ou nos periodos pds-competicdo. Estes dados
bioquimicos asseguram que o grupo TA era composto de individuos que
apresentavam marcadores indiretos de treinamento aerobico prolongado e de

moderada a alta intensidade.
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5.3 Células Progenitoras Circulantes

Neste estudo avaliamos, em individuos praticantes de corridas de longa
duracdo e sedentarios saudaveis, diferentes populagbes de células
progenitoras circulantes com base em seus marcadores de superficie celular:
CD34", marcador de células tronco hematopoiéticas com origem na medula
6ssea (Bonsignore et al., 2002); CD133", um marcador utilizado para isolar
subpopulagdes de células progenitoras (Gehling, 2000) e as subpopulagoes:
CD34'CD133" e CD34'KDR®, consideradas como CPCs e EPCs
respectivamente. Tais denominacgdes utilizadas neste trabalho foram baseadas
em caracterizagdes prévias e ja descritas na literatura (Asahara et al., 1997;
Thijssen et al., 2006; Mdbius-Winkler et al., 2009; Fadini et al., 2010).

A verificagdo dos niveis percentuais destas células em sangue periférico
por citometria de fluxo é amplamente utilizada dada a praticidade, rapidez e
rigueza de dados oferecidos pela técnica. Apesar disto, uma importante
limitacdo para este estudo reside na grande dispersédo de valores encontrados
entre individuos (Laufs, 2005; Thijssen et al., 2006; Witkowski et al., 2010), o
que dificulta a comparagéo de valores em diferentes populagdes.

Em nosso estudo, os niveis de CPCs e EPCs foram apresentados como
porcentagem de eventos positivos em CMN, conforme descrito anteriormente
(Schmidt-Lucke, 2005). Estes dados nao apresentaram distribuigdo normal.
Nossos resultados concordam o trabalho de Arao e colaboradores (2010) que
apresentam histograma de distribuicdo de contagem celular de CD34"CD133"
(células/uL) similar aos encontrados em nosso estudo.

Dentre as populacbes de CPCs e EPCs quantificadas no presente
trabalho, apenas os niveis de células CD34"KDR" foram maiores no grupo TA
em relagdo ao grupo CT. Dada a grande dispersdo dos dados, o teste de
significAncia estatistica mostrou apenas tendéncia na ocorréncia desta
diferenga (p= 0,057). Considerou-se tal aumento como relevante tendo em
vista 0 pequeno tamanho da amostra estudada. Esse achado sugere que o
treinamento fisico possa facilitar distintamente a liberacdo de linhagens e
populagdes de células progenitoras derivadas da medula 6ssea, levando a um
aumento detectavel no sangue periférico. O papel fisiolégico das EPCs em no

treinamento fisico é especulativo. Nés sugerimos que o aumento na quantidade
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apenas de EPCs observado nos corredores em relagdo aos sedentarios
saudaveis seja uma adaptagdo ao exercicio de longa duragéo, possivelmente
relacionado a formacao de novos vasos na musculatura ativa.

A comparagdo de nossos achados com os de outros autores nao é
simples porque o numero de trabalhos publicados ainda é relativamente
pequeno e as medidas sao feitas em populagdes diversas. Além disso, utilizam
diferentes tipos de marcadores e metodologias para definir tal populagdo de
células, o que leva muitas vezes a dificuldade de interpretagdo de dados,
criando obstaculos para comparagdo direta entre laboratérios, levando a
resultados n&o superponiveis.

E de nosso conhecimento e ja comentado anteriormente, que, muitos
grupos de estudo nesta area dedicam-se a investigar intervengdes de exercicio
com sessdes agudas ou de treinamento fisico em individuos com doencgas
vasculares ja estabelecidas. Adams (2004), por exemplo, mostrou aumento
tempo dependente de EPCs CD34"KDR" circulantes e em cultura avaliados em
pacientes com DAC submetidos a uma sessao isolada de teste de esforco
maximo. Paul et al. (2007) mostrou aumento de células CD133"KDR* em
cultura de 50 pacientes com DAC e submetidos a programa de reabilitagdo
cardiovascular.

Em individuos saudaveis sedentarios, o exercicio agudo de endurance
promoveu significante aumento de EPCs CD34'KDR® circulantes (Van
Craenenbroeck et al.,, 2008). E, o treinamento aerdbico foi capaz de elevar
EPCs em cultura (Hoetzer, 2007). Este ultimo trabalho ainda sugere que o
exercicio aerobico realizado de forma regular seria uma efetiva intervencéo
capaz de melhorar a capacidade migratéria destas células tanto em adultos de
meia idade, quanto em idosos.

Em condigdes de exercicio extremo, como de corridas de longa duragao,
pouco se conhece o perfil de EPC’s e alguns dados da literatura séo
discordantes. Goussetis e colaboradores (2009) investigaram a cinética de
liberacdo destas células para o sangue periférico, e o comportamento em
cultura celular, em atletas de endurance de meia-idade, antes, ao final e 48
horas apds corrida continua de 246 km. Foi observado incremento de até 11
vezes de EPCs por mL de sangue, valor que se manteve durante as 48 horas

pos-corrida. Mas, em relagdo aos niveis basais destas células, nao foi
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encontrada diferenga significante entre os atletas e grupo controle sedentario.
Ja Adams et al. (2008) ndo encontraram diferenca nos niveis de EPCs
CD133'KDR" em sangue periférico avaliadas por citometria de fluxo em
corredores com idade de aproximadamente 60 anos, comparando as medidas
antes e apos maratona. Observaram até mesmo redugdo de células CD34" na
medida pds-corrida. Entretanto, Bonsignore et al. (2010) observaram niveis de
células CD34" e células CD133" inalterados apds a maratona em corredores de
meia-idade.

Da mesma forma que em condigdes extremas, resultados de estudos
que avaliam o numero EPCs, em repouso, apds treinamento fisico em
humanos ndo sao consistentes.

Witkowski e colaboradores (2010), ao comparar niveis basais de células
CD34+ e CD34"KDR" em individuos treinados com exercicio de endurance por
pelo menos 30 anos com controles saudaveis de similar idade (~ 60 anos), n&o
encontraram diferenca estatisticamente significante entre os grupos. Ainda
neste trabalho, a avaliacdo de EPCs por cultura celular, semelhante aos
resultados acima, também nao apresentou diferenga significante entre os
grupos.

As explicagbes para tais discrepancias entre os diferentes estudos e
também em relacdo aos nossos resultados podem decorrer de varios fatores:
1) utilizagdo de diferentes metodologias aplicadas para avaliagdo de EPCs,
além de ainda ndo existir uma definicdo clara dos marcadores que identifiquem
com precisdo essa populagdo de células; 2) as diferencas de idade dos
individuos estudados. Ja é descrito na literatura que o declinio na fungao e
biodisponibilidade de EPCs circulantes contribuem etiologicamente para
disfungao vascular relacionada com a idade (Dimmeler & Vasa-Nicotera, 2003;
Heiss et al., 2005). Em contraste, o exercicio aerobico regular esta associado
com reducgao de doenca cardiovascular especialmente em idosos e adultos de
meia-idade (Blair et al., 1989; Powell et al., 1987; Bauman, 2004) e tem se
apresentado como uma estratégia para melhorar a capacidade migratéria de
EPCs (Hoetzer et al., 2007).

No presente trabalho, como apresentado na tabela 1, tivemos pequena
diferenga de idade dos grupos estudados, sendo o grupo TA, em média, 3 anos

mais velho do que o grupo CT (TA: 39 + 1 e CT: 33 = 1 anos). Portanto, essa
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diferenca de idade poderia ser uma das limitagées do nosso estudo, tendo em
vista os efeitos da idade sobre a funcdo vascular e sobre a mobilizagdo de
células progenitoras derivada da medula 6ssea. Todavia, ndo encontramos
correlagdo importante entre os niveis de EPCs CD34'KDR" e a idade dos
participantes do estudo. Portanto, seria pouco provavel que as diferengas entre
os grupos estejam sendo influenciadas pela diferenca de idade.

Com relagdo aos mecanismos moleculares de regulagdo com os quais
ocorre a mobilizacdo de EPCs induzida pelo exercicio fisico, evidéncias relatam
que existem diferentes mecanismos no exercicio agudo e no exercicio crénico.
No primeiro, a geracdo de ROS através da NADPH oxidase (balanceada
adequadamente pelo sistema antioxidante) parece desencadear a mobilizag&do
destas células da medula 6ssea (Moebius-Winkler et al., 2010). Ja no
treinamento fisico crénico, a eNOS desempenha papel central no aumento de
EPCs mediado pelo exercicio. Isso foi inicialmente documentado por Laufs e
colaboradores (2004) em que o aumento, induzido pelo treinamento, de EPCs
Sca-1"KDR" foi bloqueado em animais knockout para eNOS. Além disso, Paul
et al. (2007) observaram que o programa de reabilitagdo cardiaca em pacientes
com DAC aumentou o numero, sobrevida e potencial de diferenciagcao
endotelial de EPCs associados com um aumento de oxido nitrico no sangue.
Associado a tais mecanismos, o impedimento do estresse oxidativo representa
outro fator envolvido na regulagdo da atividade endotelial relacionada ao
exercicio, visto que o excesso de ROS é téxico para EPCs (Yao & Fukuda,
2006).

5.4 Dilatacao Mediada por Fluxo da Artéria Braquial

A valorizacao do papel central do endotélio no processo aterosclerdtico
levou ao desenvolvimento de novos métodos para testar diferentes aspectos de
sua funcdo. O que forneceu uma oportunidade clinica de se detectar doenca
vascular precocemente, quantificar riscos em individuos aparentemente
saudaveis, e até mesmo investigar efeitos de diferentes intervengdes, como € o

caso do treinamento fisico, sobre a funcéo vascular.
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A funcao endotelial pode ser avaliada clinicamente tanto na circulagao
coronariana como na circulagao periférica por monitoramento da vasodilatagao
produzida por administracdo de agonistas dependentes de endotélio, como a
acetilcolina, ou pela vasodilatagdo mediada por fluxo. A técnica de DMF
avaliada por ultrassom foi desenvolvida para facilitar a obtengcdo de medidas
repetidas, uma vez que o método € ndo invasivo (Celermajer et al., 1992;
Sorensen et al., 1995; Voguel, 2001). Este método € tecnicamente exigente,
mas pode ser padronizado para gerar resultados reprodutiveis que se
correlacionam com a funcédo vascular coronariana (Corretti et al., 2002;
Anderson et al., 2006).

O exercicio aerobico melhora a DMF em presenga de insuficiéncia
cardiaca crénica (Hornig et al., 1996), DAC (Kuvin et al., 2001), e fatores de
risco como hipertenséo arterial (Higashi et al., 1999) e diabetes (Maiorana et
al., 2001). Entretanto, o conhecimento da influéncia do treinamento aerobico, a
longo prazo, em individuos saudaveis ainda ndo esta claro. Rinder e
colaboradores (2000) avaliaram por DMF da artéria braquial, a funcgéo
endotelial de atletas de endurance idosos (~ 68 anos). Neste estudo foi
observada melhor resposta durante a hiperemia reativa em relagcdo aos
individuos sedentarios saudaveis, sugerindo que a diminuicdo da DMF
relacionada com a idade é potencialmente reversivel ou evitavel pelo
treinamento aerdbico de longa duragdo. Corroborando esses dados, DeSouza
et al. (2000) em estudo transversal com atletas corredores jovens (~ 28 anos) e
idosos (~ 63 anos), mostraram que os individuos treinados ndo apresentam
reducdo da vasodilatacdo dependente de endotélio relacionada com a idade,
avaliada por pletismografia com doses crescentes de acetilcolina quando
comparados a individuos sedentarios. Além disso, néo foi observada diferencga
significante na resposta vascular a acetilcolina entre atletas jovens e
sedentarios. Resultados similares foram encontrados pelo grupo de Galletta et.
al. (2006) em corredores de longa distancia em avaliagdo da vasodilatagédo
dependente de endotélio utilizando a mesma técnica. Os individuos jovens
treinados tiverem efeitos similares de dilatacdo pela acetilcolina quando
comparados aos sedentarios. Ja os atletas idosos mostraram maior resposta a
infusdo de acetilcolina quando comparados com individuos sedentarios de

similar idade, sugerindo novamente que, o treinamento fisico regular seja
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capaz de atenuar a redugdo da vasodilatacdo dependente de endotélio
relacionada a idade.

Na avaliacdo da funcdo endotelial por DMF da artéria braquial foi
encontrada resposta similar no percentual de DMF entre os grupos. Nossos
dados corroboram os dados de DeVan e colaboradores, recentemente
publicado (2011), em que n&o foi encontrada diferenga significante no
percentual de DMF entre individuos com treinamento aerobico e sedentarios,
jovens (~ 25 anos) e adultos de meia-idade (~ 50 anos). A redugao da fungéo
endotelial com o avancar da idade ja é bem descrita na literatura. Contudo,
mesmo apresentando diferenga estatisticamente significante na idade de nossa
populacdo estudada, n&o encontramos correlagcdo importante entre o
percentual de DMF e a idade, ja que nossa populagéo, tanto do grupo TA como

CT sao adultos jovens e de meia-idade (21-58 anos).

5.5 Células Progenitoras Endoteliais e Dilatagao Mediada por Fluxo

O papel das EPCs na fungdo cardiovascular tem sido investigado ao
longo de anos, e sua relacdo com a funcdo endotelial € demonstrada na
vasculatura coronaria de pacientes com DAC (Werner et al., 2007). Entretanto,
existem poucos resultados in vivo mostrando a relagdo entre o numero de
células CD34"KDR" na circulacéo periférica e a medida de funcéo vascular em
individuos saudaveis. Murphy et al. (2007), avaliando individuos jovens
saudaveis sul-asiaticos e caucasianos, observaram uma reducdo na resposta
da DMF nos primeiros, visto que nesta populagdo ja € bem documentada
presenca de resisténcia a insulina, o que estd associada a presenca de
disfungdo endotelial. Além disso, esse grupo mostrou que o numero de EPCs
CD34"KDR" foi um forte preditor para DMF.

No que diz respeito aos efeitos no treinamento fisico, Witkowski e
colaboradores (2010) utilizaram o aumento do fluxo sanguineo do antebrago
em resposta a hiperemia reativa como medida de fungdo vascular, em atletas
idosos. Tal resposta foi maior nos atletas em relagdo aos sedentarios,
confirmando os achados na literatura de que o treinamento fisico melhora a

disfuncdo endotelial associada ao envelhecimento. Além disso, observaram
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que a variagao percentual nos niveis de EPCs, com um destreinamento rapido
de 10 dias, se correlacionou significativamente com a medida de fungéo
endotelial. Concordando com o papel destas células na manutencédo da saude
vascular.

Em nosso estudo ndo foi observado correlagdo importante entre os
niveis de EPCs e a medida de funcdo endotelial por DMF. E possivel que a
utilizacdo de uma populagdo saudavel, que ainda ndo apresente sinais claros
de disfuncdo endotelial, auséncia de doenca cardiovascular manifesta, e de
“nao idosos”, poderiam explicar a medida de funcédo endotelial similares entre

os grupos TA e CT e a sua nao correlagdo com EPCs.
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6. CONCLUSAO

Concluimos com esse estudo que os niveis de CPCs CD34", CD133" e
CD34"CD133" em sangue periférico total de individuos praticantes de corridas
de longa duracao foram similares aos de sedentarios saudaveis. Apenas EPCs
CD34'KDR" apresentaram niveis circulantes maiores com tendéncia a
significancia estatistica nos primeiros. Além disso, ndo observamos correlagao
entre os niveis de EPCs com melhora da fungdo endotelial avaliada por
dilatagdo mediada por fluxo, sendo que essa medida em valores percentuais
apresentou-se semelhante entre os grupos. Acreditamos que os resultados
encontrados neste trabalho sdo em virtude da populagcdo estudada ser
saudavel, nao apresentando disfungcdo endotelial relacionada a presenca de

doenca vascular, fatores de risco cardiovascular ou senilidade.
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