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RESUMO

Introducdo: Os retrovirus sdo virus que pertencem as familias de virus que
possuem o genoma constituido por RNA, séo capazes de infectar células somaticas
e integrar seu material genético ao genoma do hospedeiro. Acredita-se que 0s
Retrovirus Enddégenos Humanos (HERVS) surgiram a partir da infeccao de células
germinativas de ancestrais humanos por retrovirus exdgenos. Atualmente, sabe-se
que 8% do genoma humano é resultado destas infec¢des virais. Alguns desses
genes retrovirais continuam funcionais exercendo papéis fisioldgicos. Exemplo
disto € o HERV da familia W que é responsavel pela sintese da proteina funcional
denominada como Sincitina-1, essa proteina exerce papel fundamental na
formacdao de sincicios e é reconhecida pela importante participacdo no processo de
placentogénese. Além disso, a Sincitina também participa do processo de
miogénese. A miogénese pode ser dividida em fases distintas, a de
desenvolvimento, que ocorre na fase pré-natal, e a de regeneracéo, na fase pos-
natal. Os exercicios fisicos tendem a estimular processos inflamatorios.
Sabidamente a inflamacéo € um fendmeno capaz de alterar aspectos relacionados
a expressdo génica e estimular a expressdo dos HERVs in situ e de forma
sistémica. Sendo assim, investigar a expressdo em Células Mononucleares de
Sangue Periférico do HERV-W, pode nos fornecer informacBes importantes
referentes ao comportamento da expressdo dos HERVs apés uma outra
modalidade de exercicio fisico, e talvez, auxiliar na compreensao do seu papel na
reparacao do tecido muscular esquelético. Objetivos: O objetivo deste estudo é
investigar os niveis de expressdao de HERV W em praticantes e néo praticantes de
exercicios fisicos ap6s uma sessao aguda de treinamento de forca. Métodos: este
€ um estudo transversal, com execucdo de uma sesséao de treino de treino de forca,
e com coleta de amostra sanguinea anterior a sessao, imediatamente apés a
sessdo e 45 minutos apos a sessdo. Resultados: Os resultados de expresséo
diferencial do HERV-W apdés a sessao de treino indicaram que a expressao do
HERV-W permaneceu em niveis basais ha maioria dos individuos do TO e T1, antes
do inicio dos exercicios e logo apés o fim dos exercicios, porém houve um aumento
significativo na expressdo do HERV-W a partir dos 45 minutos ap0s a pratica do
exercicio fisico. Discusséo: Os dados obtidos neste estudo demonstraram a
existéncia do aumento de expressdao de HERV-W apd6s 45 minutos do término da
pratica de exercicio fisico em comparacdo com a primeira coleta, realizada antes
do exercicio, e a segunda coleta, logo apds o exercicio. Estes achados podem ser
explicados pelo processo inflamatorio mediado pelo exercicio fisico. Sabidamente,
a expressao dos HERVs é estimulada por processos inflamatérios. Portanto, este
aumento de expressao encontrado aos 45 minutos apOs o exercicio pode estar
relacionado com a resposta inflamatéria iniciada durante e apds o exercicio.
Concluséao: foram encontrados aumentos nos niveis de expressao aos 45 minutos
apos o término do exercicio. O grupo de treinamento de alto volume foi o grupo que
mais apresentou aumento nestas taxas, seguido pelo grupo sedentario. O grupo de
treinamento de baixo volume ndo apresentou diferenca em relacdo aos trés
momentos coletados.

Palavras chaves: Retrovirus Enddégenos. Exercicio Fisico. Desenvolvimento Muscular.



ABSTRACT

Introduction: retroviruses that belong to a family of viruses are the genome consisting
of RNA, may be able to infect somatic and integrate genetic material into the host
genome. Human Endogenous Retroviruses (HERVS) are believed to be generated
from cells from cells of exogenous human ancestors. Currently, it is known that 8% of
the human genome is the result of viral discoveries. These retroviral genes continue to
function in physiological functions. This is the HERV of the W family, which is
responsible for the synthesis of the protein called Syncytin-1, this protein plays a
fundamental role in the formation of syncytia and is an example recognized for its
important participation in the process of placentogenesis. In addition, Syncytin also
participates in the myogenesis process. Myogenesis can be distinguished into a stage
of occurrence, which can occur in prenatal stages, and a developmental stage of
prenatal, in the postnatal stage. Physical exercises to move inflammatory process.
Wisely, inflammation is a phenomenon capable of altering aspects related to gene
expression and stimulating the expression of HERVs in situ and in a systemic way.
Being an expression in PBMC of HERV-W, it can provide us with an important
reference to the behavior of the expression of the exercises after another modality of
physical exercise, and perhaps, help in the use of its role HERV-information for the
skeletal tissue. Objectives: The objective of this study is to investigate the expression
levels of HERV W in practitioners and non-practitioners of physical exercises after an
acute session of strength training. Methods: this is a cross-sectional study, with the
execution of a strength training training session, and with blood sample collection
before the session, immediately after the session and 45 minutes after the session.
Results: The results of differential expression of HERV-W after the training session
indicated that the expression of HERV-W remained at basal levels in most individuals
from TO and T1, before the beginning of the exercises and soon after the end of the
exercises, however, there was a significant increase in the expression of HERV-W
from 45 minutes after the practice of physical exercise. Discussion: The data obtained
in this study demonstrated the existence of increased expression of HERV-W 45
minutes after the end of physical exercise, compared to the first collection, performed
before exercise, and the second collection, right after exercise. These findings can be
explained by the inflammatory process mediated by physical exercise. It is known that
the expression of HERVs is stimulated by inflammatory processes. Therefore, this
increase in expression found at 45 minutes after exercise may be related to the
inflammatory response initiated during and after exercise. Conclusion: increases in
expression levels were found at 45 minutes after the end of the exercise. The high-
volume training group showed the greatest increase in these rates, followed by the
sedentary group. The low-volume training group showed no difference in relation to
the three collected moments.

Keywords: Endogenous Retroviruses. Exercise. Muscle Development.
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1. INTRODUCAO

1.1. O que séo os Retrovirus Endégenos Humanos?

Os retrovirus sao virus que pertencem as familias de virus que possuem o genoma
constituido por RNA, séo capazes de infectar células sométicas e integrar seu material
genético ao genoma do hospedeiro, a partir de duas enzimas, a transcriptase reversa
e a integrase. Acredita-se que os Retrovirus Endégenos Humanos (HERVS) surgiram
a partir da infeccdo de células germinativas de ancestrais humanos por retrovirus
exogenos. A infeccdo desta linhagem celular garantiu que os genes retrovirais fossem
transmitidos verticalmente e que estivessem presentes em todas as células
somaticas. Esta integracdo com o genoma humano ocorreu ha mais de 45 milhdes de
anos. Atualmente, sabe-se que 8% do genoma humano é resultado destas infeccbes
virais.'3

A estrutura proviral do HERV consiste em duas Long Terminal Repeats (LTRS)
flanqueando trés genes funcionais os gag, pol e env. Durante a evolugdo humana, as
sequéncias de HERV foram sujeitas a multiplos eventos mutacionais que resultaram
na amplificacdo, transposicdo e delecdo de partes desses HERVs. Estes eventos
mutacionais deram origem ao chamado “DNA néo codificante” ou “DNA lixo”.12 Apesar
de receber este nome, estas sequéncias podem ter fun¢des fisioldgicas, participando
da regulacédo de genes proximais, como no caso da apoliproteina-C1, no figado, do

gene receptor de endotelina B e do gene da pleiotrofina.4>

1.2. HERVS em doencas e na fisiologia humana

Alguns genes retrovirais continuam ativos e 0 aumento da expressao desses
HERVs pode estar associado ao desenvolvimento de algumas doengas autoimunes
como no caso da Artrite Reumatoide e do Llpus Eritematoso.®” A relagcdo entre
HERVs e Esclerose Mdltipla (EM) também tem sido investigada. Foi encontrado o
aumento da atividade transcricional de HERV em pacientes com EM. Porém, ainda
nao foi determinado se o0 aumento da expressao retroviral, em pacientes com EM, é
uma consequéncia ou a causa da inflamacgédo encontrada na doenca.®

Entretanto, ndo s6 o aumento de expressao dos HERVs possui envolvimento com
processos patoldgicos, o baixo nimero de copias de HERV pode estar associado com
o diabetes tipo 1. Comparando o numero de copias de HERV-K em individuos
diabéticos tipo 1 com a quantidade de copias de individuos saudaveis, um estudo



sugeriu que um menor numero de copias de HERV-K esta associado ao maior risco
de desenvolvimento da doenca.®

Os HERVs nao sédo associados apenas ao desenvolvimento de doencas, alguns
desses genes retrovirais continuam funcionais exercendo papéis fisiologicos. Exemplo
disto € o HERV da familia W, o seu gene de envelope (um dos poucos ainda
inteiramente preservados no genoma humano) é responsavel pela sintese da proteina
funcional denominada como Sincitina-1, essa proteina exerce papel fundamental na
formacéo de sincicios e € reconhecida pela importante participacdo no processo de
placentogénese. Outra interacdo benéfica desta proteina é relacionada com a
formacao de osteoclastos. Além disso, a Sincitina também participa do processo de

miogénese, que serd melhor descrita no tépico a seguir.1%-13

1.3. Miogénese e Sincitina

A miogénese pode ser dividida em fases distintas, a de desenvolvimento, que
ocorre na fase pré-natal, e a de regeneracéo, na fase pés-natal. A miogénese durante
a fase pré-natal € um processo complexo que envolve a sinalizacdo de tecidos
proximos e a diferenciacdo de mioblastos mononucleados em células mais alongadas,
conhecidas como midcitos. Estas células se fundem formando miotubos bi ou
trinucleados, essa fusdo se repete diversas vezes até a formacdo de miofibras
multinucleadas que possuem centenas a milhares de nucleos.4-16

Um estudo realizado em camundongos, publicado em 2016, demonstrou que a
Sincitina possui importante participacdo na miogénese, contribuindo para a fuséo de
células musculares. Concomitantemente, esta proteina € envolvida com a diferenca
morfolégica muscular observada entre o sexo masculino e feminino em mamiferos.
Além disso, foi observada a redu¢édo da massa muscular e do numero de nucleos por
fibra muscular em camundongos machos knockout para Sincitina quando comparado
com machos que expressaram a proteina, fato que ndo ocorreu em fémeas.*3

Na fase poés-natal, as células musculares séo altamente especializadas, fato que
impede a divisao celular e, por consequéncia, a regeneracao tecidual. Porém células
derivadas do dermomidtomo embrionario, conhecidas como células satélites (CS),
tornam-se responsaveis pelo crescimento, manutencao e regeneragdo do musculo na
vida pés uterina. As CSs sado consideradas células-tronco musculares residentes.
Estas células mononucleadas sdo precursoras musculares inativas encontradas entre
a lamina basal e o sarcolema. Entretanto, sdo capazes de reentrar em ciclo celular

apos exercicios ou lesGes proporcionando novos mionlcleos.'”18
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Ha evidéncias de aumentos significativos de CSs no periodo de 30 dias de
treinamento de resisténcia, havendo aumentos ainda maiores apdés 90 dias de
treinamento.'® Entretanto, comparando o pré e o pés-temporada de atletas de ciclismo
foi demonstrado que na pés temporada houve diminuicdo de CSs por fibra muscular,
porém houve um grande aumento de mionucleos por fibra muscular, indicando um
processo de fusdo de CSs. Este processo de fusdo € importante para manter a
homeostase do musculo esquelético. Concomitantemente, houve elevacdo da taxa de
expressao de Sincitina quando comparada com a pré-temporada, podendo ser um
indicativo da correlagcao entre a fusdo de CSs e o aumento de expresséo da Sincitina-
1_20

Outro achado importante deste estudo realizado em ciclistas, é relacionado a
expressédo da Sincitina-1 in vitro. Foram comparados dois meios de cultura, a de
mioblastos proliferando em meio de crescimento e a de mioblastos se diferenciando
em meio de diferenciagdo. Neste ultimo caso, além da diferenciagédo ocorreu também
a fusdo destas células formando miotubos, consequentemente, neste meio de cultura
foi encontrada a maior taxa de expressao de Sincitina e do receptor SLC1A4, um dos
receptores para esta proteina. Sendo mais um sinal importante da relacdo entre fusdo
de células musculares e a Sincitin-1.2°

Além da Sincitina existe outra proteina que atua no processo de fusédo de células
musculares, esta proteina é denominada Caveolina. Ambas as proteinas atuam em
conjunto para que ocorra a fusdo entre células e foram encontradas no sarcolema de
células em fusdo. Fato importante € que neste estudo a diminuicdo da expressao de
Sincitina inibiu a fusdo de mioblastos, sendo outro forte indicativo da atuacéo desta

proteina oriunda de um HERYV na fisiologia humana.??

1.4. Exercicio, processo inflamatério e HERV

Durante a pratica de exercicio ocorre alteracbes no metabolismo muscular devido
a necessidade de energia para ocorrer o tracionamento da actina pela miosina, que
leva ao encurtamento do sarcomero. Esse processo ocorre diversas vezes durante a
realizacdo de exercicio fisico, fato que contribui para o surgimento de micro lesdes e
da resposta inflamatoria local. Foram reportados achados de neutrofilos infiltrados nos
tecidos apoOs exercicios ou lesbes musculares. Os neutrofilos, juntamente com os
macroéfagos, tém importante participagcéo na inflamacao e na regeneracéo tecidual. Os
neutrofilos sdo os primeiros a chegar em areas lesionadas, ajudam a iniciar o processo

inflamatério e contribuem para fagocitose das fibras danificadas.?223
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Os HERVs apresentam aumento de atividade transcricional quando h& processos
inflamatdérios, sendo um importante indicativo da existéncia de uma relacdo entre
aumento de expressao de HERVs e processo inflamatério. Como exemplo temos os
achados de amostras de pacientes com Artrite Reumatoide em que o HERV-K teve
niveis de expressdo aumentado na presenca de citocinas pré-inflamatérias. 24 O
aumento na expressao de HERV-W também possui associacdo com processos

inflamatorios, sendo evidenciado em amostras de pacientes com Esclerose Mdultipla.
25

1.5. Justificativa

Os HERVs compdem uma parcela consideravel do genoma humano e alguns
genes destes retrovirus exercem papéis fisioldgicos, como a regulacédo de genes
adjacentes atuando em diversos sistemas de formas mais diversas. Essa
domesticagdo génica dos HERVs, também se torna evidente com a expresséo e
papel fundamental na embriogénese humana, atuando na formacdo do
sinciciotrofoblasto, nas etapas iniciais da formacao da placenta. O papel da sincitina
€ baseado na sua capacidade de fusionar células e penetrar no endométrio e formar
o sinciciotrofoblasto, porém seu papel fusogénico ndo é exclusividade durante o
estdgio embrionario humano, mas também atua na miogénese. Além disso,
camundongos knock-out para HERV-W (Sincitina), apresentaram uma menor
massa muscular comparado aos animais sem essa delecdo e, mais recentemente,
foi descrito o papel fusogénico do HERV-W na reparacgéo tecidual de atletas de
resisténcia. O que sugere que os HERVS, talvez, ndo atuem somente no papel da
miogénese, mas também atuem em outros momentos fisiolégicos da reparacéo
tecidual. Um estudo realizado in vitro demonstrou que a sincitina pode interagir com
outras proteinas com papel miogénico, como no caso da caveolina. Os exercicios
fisicos tendem a estimular processos inflamatoérios em virtude das micro lesdes
teciduais e essas lesdes aparentemente sdo mais aparentes em exercicios com
forca. Sabidamente a inflamacdo € um fendmeno capaz de alterar aspectos
relacionados a expressao génica e estimular a expressao dos HERVs in situ e de
forma sistémica. Sendo assim, investigar a expressdo em PBMC do HERV-W, pode
nos fornecer informagdes importantes referentes ao comportamento da expressao
dos HERVs ap6s uma outra modalidade de exercicio fisico, e talvez, auxiliar na
compreensao do seu papel na reparacdo do tecido muscular esquelético. Além

disso, as informacdes obtidas neste estudo, talvez, poderdo servir de base para



possiveis compreensdes ou intervencdes para futuros estudos direcionados a

determinadas miopatias.

12
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

o O objetivo deste estudo € investigar os niveis de expressdao de HERV W em
praticantes e ndo praticantes de exercicios fisicos apdés uma sessdo aguda de

treinamento de forga.

2.2. Objetivos especificos

o Verificar os niveis de expressdo dos HERVs entre individuos praticantes de
exercicios fisicos de forca de elevado volume, (> 10 toneladas semanais), baixo
volume < 10 toneladas semanais) e ndo praticantes de treinamento de forca (e que

nao atendem a recomendacéo de 300 minutos de atividade fisica semanal);

o Compreender a dindmica de expressao dos HERVs em diferentes momentos

antes e apos a pratica do exercicio fisico;
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3. METODOS

3.1. Aspectos éticos

Foram incluidos no estudo apenas voluntarios que aceitaram participar apos a
leitura e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Vale
destacar, que independente da participagdo dos voluntarios no estudo, ndo houve
quaisquer prejuizos aos alunos no decorrer do curso. As amostras foram coletadas e
identificadas com um codigo alfanumérico para preservar a identidade do voluntario.
Além disso, as amostras coletadas foram utilizadas apenas netse estudo. O projeto
encontra-se aprovado no comité de ética do UNISA (Numero do Parecer: 4.237.943)

(anexo A).

3.2. Critérios de Inclusao:
. Concordar com o termo de consentimento livre e esclarecido;

o Ter disponibilidade para realizar sessao de treino;

3.3. Critérios de Exclusao:
e« Ter menos de 18 anos, e/ou contraindicacdo médica para com a pratica de

exercicios fisicos.

3.4. Desenho do estudo
Este € um estudo transversal, com execucdo de uma sessao de de treino de forca,
e com coleta de amostra sanguinea anterior a sessao (repouso), imediatamente apos

a sessdao e 45 minutos apods a sessédo. Os trés grupos realizaram a sessao de treino.

3.5. Definicdo dos grupos e treinamento
Os voluntérios foram recrutados na Universidade Santo Amaro e incluidos aqueles
gue ndo apresentaram restricdo para a pratica de exercicio fisico de acordo com o

questionario de prontidao para atividade fisica — PAR-Q (anexo B).

Os individuos foram divididos em 3 grupos, sendo dois deles que realizaram
treinamento de forca nos ultimos doze meses, ainda divididos pelo volume de
treinamento semanal realizado (volume < de 10 toneladas semanais e > de 10
toneladas semanais) e um terceiro grupo que nao realizam treinamento de forga e ndo
atendem recomendacgéo de 300 minutos de atividade fisica moderada e vigorosa. Os
individuos que participaram do estudo foram incluidos em trés grupos que serao

detalhados a seguir:
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GFAV - Grupo treinamento de forca alto volume: composto por 20 individuos que
realizaram treinamento de forga (4x por semana ou mais) com volume > 10 toneladas

por sessdo. Esses voluntarios foram submetidos a uma sessao de elevado volume.

GFBYV - Grupo treinamento de forca de baixo volume: composto por 20 individuos que
realizaram treinamento de forca (2x ou 3 por semana) com volume < 10 toneladas por

sessao. Esses voluntarios foram submetidos a uma sessao de baixo volume.

GS — Composto por 20 individuos saudaveis sedentarios em que nao realizaram a
recomendacéo de atividade fisica e ndo realizaram treino de forca (grupo controle).
Foi realizada uma breve entrevista para apresentacéo do TCLE, aplicagdo do PAR-Q
e verificagdo do historico de treinamento (Ultimos 12 meses) e volume de treino das
altimas 4 semanas. Ap0s a entrevista, os individuos incluidos na pesquisa, realizaram
0 agendamento da sessdo de treino que ocorreu entre 8h e 11h da manha nas

dependéncias da academia de musculacéo da Unisa.

O protocolo de treinamento foi composto por sessdo de treino padrédo, com 10

exercicios, sendo realizados 3 séries de 8 a 12 exercicios até a falha concéntrica

3.6. Logistica laboratorial e expressao diferencial dos HERVs

As amostras de sangue em tubo EDTA foram coletadas em trés momentos, uma
anterior a pratica de exercicio (T0), uma logo apds a pratica de exercicio (T1) e uma
45 minutos apods a prética de exercicio (T2). As amostras foram enviadas para o Unisa
Research Center (URC) para processamento e conducdo dos experimentos

laboratoriais.

As amostras foram identificadas por codigos alfanuméricos a fim de preservar a
identidade do participante do estudo. As amostras de sangue foram centrifugadas a
1500g por 10 minutos para a obtencdo do PBMC e separada do plasma e dos
eritrocitos, foram lisadas com auxilio do tampéao EL (Qiagen), ao fim do processo as
amostras foram armazenadas a -80°C. As extracdes de RNA foram realizadas pelo
método de Trizol que consiste na adigdo de 1000ul de trizol e 200ul de cloroférmio,
centrifugadas a 8.000 rpm por 3 minutos, a proxima etapa envolveu a remoc¢éo 500ul
do sobrenadante e a adicdo a um microtubo eppendorf juntamente com 500ul de
isopropanol, centrifugada a 8.000 rpm por 3 minutos. Ao fim deste processo, removeu-

se todo o sobrenadante e foram adicionados 1000ul de etanol 70%, novamente as
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amostras foram centrifugadas a 8.000 rpm por 3 minutos. Esta etapa é finalizada
removendo todo o sobrenadante e adicionando 40ul de 4gua ultrapura. As amostras
novamente foram armazenadas a -80°C até a fase do tratamento com DNAse. As
amostras foram tratadas com DNAse para remoc¢éao do DNA gendémico. Uma vez feita
a confirmacao da auséncia de DNA gendmico por PCR sem transcriptase reversa, o
cDNA foi construido e reac¢des de PCR para HERV K e W, foram realizadas. Os niveis
de expressao foram quantificados de forma relativa, sendo assim utilizamos primers
para o0 gene enddgeno (GAPDH). Esta etapa metodologica ja foi descrita
anteriormente no artigo: HERV-K and HERV-W transcriptional activity in myalgic
encephalomyelitis/chronic  fatigue syndrome” publicado em 2019 (DOI:
https://doi.org/10.1186/s13317-019-0122-8) e esta padronizada pelo nosso grupo.

Os niveis expressos entre os grupos foram avaliados pelo método de 2-AACt, que
determina quantas vezes cada individuo expressa a mais ou a menos baseados nos
grupos controles, a significancia da diferenca de expressao foi determinada pelo

método Teste de Wilcox.

3.7. Resultados Esperados

Sabendo que a Sincitina expressa pelo gene env do HERV-W apresenta papel
fundamental na fusdo dos miécitos, acredita-se que os HERVS possam ser
importantes para manutencgéo, crescimento e reparo do tecido muscular. Devido ao
exposto espera-se que os niveis de expressao dos HERVS se elevem apds a pratica

de exercicios.


https://doi.org/10.1186/s13317-019-0122-8
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4. RESULTADOS

Apbs o processo de recrutamento, houve a aplicacdo do questionario PAR-Q,
verificacdo do histérico de treinamento (Gltimos 12 meses) e volume de treino das
altimas 4 semanas, os participantes foram divididos em 8 voluntarios no grupo GS, 12
no grupo GFBV e 4 no grupo GFAV. A tabela abaixo detalha a divisdo dos grupos, a
quantidade de individuos do sexo feminino e masculino por grupo, a média de idade
e 0 peso médio de cada grupo. Todos os individuos incluidos no estudo relataram nao

possuir qualquer doenca.

Grupo N sexo Média de idade Peso Médio
(kg)

feminino masculino

GS* 8 7 1 23,62 60 kg
GFBV** 12 4 8 23,66 79 kg
GFAV*** 4 1 3 27,5 67 kg

Total 24 12 12 24,29 70,5

Tabela 1. Dados gerais da amostra.
GS* — Grupo Sedentario. GFBV** — Grupo Treinamento de For¢a de Baixo Volume.
GFAV*** — Grupo Treinamento de Forca de Alto Volume.

Todos os individuos apresentaram expressdo dos Retrovirus Endogenos
Humanos da familia W em algum tempo do estudo. No decorrer das analises tivemos
gue excluir 4 amostras do TO, 6 do T1 e 9 do T2, por motivos de degradacado do RNA
ou de intercorréncias relacionadas a coleta da amostra de sangue dos voluntarios. Os

resultados serdao mostrados na tabela 2.
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Expressdo dos Tempo de coleta (n)
HERVs

TO T1 T2
Apresentam 20 (83,33) 11 15

expresséo de
HERV-W (%)

N&o apresentam 4 (16,66) 6 9
expresséo de
HERV-W (%)

Total 24 17 24

Tabela 2. Quantidade de individuos que apresentaram a expressdo do HERV-W
no decorrer dos trés tempos de coleta.

Os resultados de expressédo diferencial do HERV-W apds a sessdo de treino
indicaram que a expressao do HERV-W permaneceu em niveis basais na maioria dos
individuos do TO e T1, antes do inicio dos exercicios e logo apés o fim dos exercicios,
porém houve um aumento importante na expressdao do HERV-W a partir dos 45

minutos apos a pratica do exercicio fisico. Os dados estéo indicados na figura 1.

HERV-W Expression
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Figura 1. Analise de expressdo diferencial de HERV-W em individuos que
participaram do estudo nos 3 tempos independente da atividade fisica basal.
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A analise de expressao diferencial foi analisada de acordo com cada grupo (GS,
GFBV e GFAV) de forma separada e estao descritas nas figuras 2, 3 e 4. Apesar de
termos poucos voluntarios em cada um dos grupos, o que dificultou a analise
estatistica dos grupos de maneira individual, pudemos observar que no grupo GS
houve um importante aumento de expressdo no momento T2 em comparagao com T1
e T0. J& no grupo GFBV nao houve diferenca durante os trés momentos estudados.
Enquanto o grupo GFAV ha um grande aumento no momento T2 em comparagdo com

o0 momento T1 e TO.

HERV-W Expression

20- |
154
[ub]
=
S 10-
()
=]
g 5
o] = e
T0 T1 T2

Figura 2. Andlise de expresséo diferencial de HERV-W em individuos do grupo de
individuos sedentarios.
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HERV-W Expression
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Figura 3. Andlise de expresséao diferencial de HERV-W em individuos do grupo de

individuos de treinamento de baixo volume (GFBV).

HERV-W Expression
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Figura 4. Analise de expressao diferencial de HERV-W em individuos do grupo de

individuos de treinamento de alto volume (GFAV).
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5. DISCUSSAO

Os dados obtidos neste estudo indicam a existéncia do aumento de expresséao de
HERV-W apdés 45 minutos do término da pratica de exercicio fisico em comparacao
com a primeira coleta, realizada antes do exercicio, e a segunda coleta, logo apds o
exercicio, embora esse aumento nao seja significativo devido ao baixo niumero de
voluntarios incluidos no estudo. Estes achados podem ser explicados pelo processo
inflamatério mediado pelo exercicio fisico.?®?” Sabidamente, a expressdo dos HERVs
é estimulada por processos inflamatérios.?> Portanto, este aumento de expressdo
encontrado aos 45 minutos apds o exercicio pode estar relacionado com a resposta

inflamatoria iniciada durante e apds o exercicio.

Quando analisados separadamente os grupos tiveram perfis diferentes de
expressdo de HERV-W. O grupo GS aumentou os niveis de expressdo ho momento
T2 em comparacdo com TO e T1. O grupo GFAYV foi o grupo que mais aumentou as
taxas de expressdo, enquanto o grupo GFBV ndo demonstrou diferenca quanto a
expressdo nos trés momentos estudados. O fato de individuos sedentarios
aumentarem os niveis de expressado ap0s o exercicio pode ser um indicativo do maior
namero de micro lesdes encontradas em nao praticantes de exercicio, estas micro
lesdes, por sua vez, sdo importantes desencadeadores inflamatérios. 2 Os niveis
estaveis do grupo GFBV durante os tempos estudados podem ser explicados devido
ao efeito atenuante em relacdo ao processo inflamatdrio que ocorre em praticantes de
exercicio fisico moderado.?® Ja individuos com niveis elevados de treinamento
possuem maior nivel de fusdo de células satélites!®, o que explica o maior nivel de
expressdo de HERV-W no grupo GFAYV, ja que a Sincitina-1 expressa por estes
HERVs atuam na fusdo de células musculares e demonstraram aumento de

expressdo apds periodo de treinamento em atletas de alto rendimento.?°

Em nosso estudo encontramos o aumento de expressdo de HERV-W apdés
treinamento resistido agudo, demonstrando uma resposta rapida ao exercicio, mais
precisamente, 45 minutos ap0s o exercicio. Na literatura, ja foi demonstrada o
aumento de expressao da proteina Sincitinal expressa pelo HERV-W em atletas de
alto rendimento, porém a comparacao ocorreu entre a pré e a pés temporada, sendo

uma escala de tempo maior em relagdo ao nosso estudo.?°
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Nossos dados sao novos e trazem informacdes importantes sobre a expressao da
Sincitinal expressa pelo HERV-W, uma proteina fusogénica que comprovadamente
atua na fusao de células musculares.'32%.21 Além disto, nossos dados podem contribuir
para a melhor compreensdo das respostas adaptativas ao exercicio em individuos
sedentarios e ndo sedentérios e para a elucidacao do processo de reparo muscular

apos o exercicio.

Nossos dados foram limitados devido perda de amostras por motivos de
degradacéo do RNA e intercorréncias relacionadas a coleta da amostra de sangue
dos voluntarios, fato que dificultou a analise estatistica do estudo. Entretanto, este
estudo continua em andamento e incluird mais voluntarios para analises futuras. Além
disso, este € o primeiro estudo que investiga a expressdao de HERV-W apds uma
sessdo aguda de treinamento e compara individuos sedentarios a individuos

treinados.
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6. CONCLUSAO

O HERV-W expressa uma proteina denominada Sincitinal, esta proteina €&
fundamental para a miogénese, ou seja, para a formacédo e reparo muscular. No
presente estudo investigamos a taxa de expressdo de HERV-W em diferentes
momentos: antes, logo apds e 45 minutos apdés o exercicio fisico. Os dados
demonstram aumentos nos niveis de expressao de HERV-W aos 45 minutos apds o
término do exercicio. O grupo de treinamento de alto volume foi 0 grupo que mais
apresentou aumento nestas taxas, seguido pelo grupo sedentario. O grupo de
treinamento de baixo volume ndo apresentou diferenca em relagéo aos trés momentos
coletados. O que pode demonstrar a maior taxa de expressdo de HERV-W em

individuos que praticam exercicio fisico de alto volume.

Mais dados em uma amostra maior Sdo necessarios para que esta hipétese seja
comprovada, além de poder contribuir com a elucida¢do dos mecanismos genéticos e

moleculares que envolvem o processo de regeneracao muscular.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: INVESTIGACAO DA EXPRESSAC{ DE RETROViRUS ENDOGENOS HUMANOS K E
W EM PRATICANTES DE EXERCICIOS FISICOS

Pesquisador: Luiz Henrique da Silva Nali

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 32990620.5.0000.0081

Instituicdo Proponente: OBRAS SOCIAIS E EDUCACIONAIS DE LUZ

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 4.237.943

Apresentacao do Projeto:

A proposta da pesquisa € € investigar os niveis de expressao de algumas familias de HERVs em praticantes
e nao praticantes de exercicios fisicos apds uma sessédo aguda de treinamento de forga. Metodologia: sera
feito um estudo transversal, com execugéo de uma sesséo de treino de treino de forga, e com coleta de
amostra sanguinea anterior a sessao, imediatamente apds a sessédo e 30 minutos apos a sessdo. Apenas
0S grupos que realizam o treinamento de

forga (elevado volume e baixo volume) realizaram a sessdo de treino. Voluntarios estudantes da
Universidade Santo Amaro serdo convidados a participar do estudo. Individuos seréo divididos em 3 grupos,
o recrutamento sera feito até 20 pessoas por grupo serem incluidas. Os niveis de expressao entre 0s grupos
serdo avaliados pelo método de 2-Ct, que determina quantas vezes cada individuo expressa a mais ou a
menos baseados nos grupos controles, a significancia da diferenga de expressao sera determinada pelo
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método de wilcox.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Com base nesses dados, o objetivo desse estudo é investigar os niveis de expressao de algumas familias
de HERVs em praticantes e ndo praticantes de exercicios fisicos apds uma sessado aguda de treinamento de
forca

Objetivo Secundario:

« Verificar os niveis de expressdo dos HERVs entre individuos praticantes de exercicios fisicos de forga
elevado volume, (> 10 toneladas semanais),

baixo volume < 10 toneladas semanais) e ndo praticantes de treinamento de forga (e que ndo atendem a
recomendagdo de 300 minutos de AF semanal);

« Compreender a dinamica de expressdo dos HERVs em diferentes momentos antes e apds a pratica do
exercicio fisico;

« Avaliar os diferentes niveis de expressao das familias de HERVs

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os riscos envolvidos nas avaliagbes sdo classificados como: Pequeno: relacionados a possiveis lesdes
advindas da pratica de exercicio fisico (entorse, contratura muscular). Esse tipo de lesdo em programas de
treino pode afetar até 5% da amostra, sendo a recuperagéo normalmente por repouso. Riscos minimos com
relagcdo a abordagem de coleta de sangue que pode gerar um pequeno incdbmodo no decorrer da coleta e ha
a possibilidade da

formagéo de hematomas
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Beneficios:
Os voluntarios ndo receberdo nenhum beneficio direto. No entanto, poder&o auxiliar na construgéo do saber
cientifico referente o processo de reparo de tecido muscular

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Desenho do estudo

Estudo transversal, com execugdo de uma sessao de treino de treino de forga (anexo 2), e com coleta de
amostra sanguinea anterior a sessao

(repouso), imediatamente apds a sessdo e 30 minutos apds a sessdo. Apenas 0s grupos que realizam o
treinamento de forga (elevado volume e

baixo volume) realizaram a sess&o de treino. Voluntarios estudantes da Universidade de Santo Amaro serdo
convidados a participar do estudo. Serao

incluidos voluntarios que ndo apresentem

restricdo para a pratica de exercicio fisico de acordo com o questionario de prontiddo para atividade fisica —
PAR-Q (anexo 1).

Individuos seréo divididos em 3 grupos sendo dois deles que realizam treinamento de for¢a nos ultimos
doze meses, ainda divididos pelo volume de

treinamento semanal realizado (volume < de 8 toneladas semanais e > de 8 toneladas semanais) e um
terceiro grupo que nao realizam treinamento

de forga e ndo atendem recomendacgéo de 300 minutos de atividade fisica moderada e vigorosa. O
recrutamento sera feito até 20 pessoas por grupo

serem incluidos, os grupos de estudo serdo definidos como se segue:

GFAV - Grupo treinamento de forga alto volume: Serd composto por individuos que realizem treinamento de
forca (4x por semana ou mais) com

volume >8 toneladas por sessdo. Esses voluntarios serdo submetidos a uma sesséo de elevado volume.
GFBYV - Grupo treinamento de forga de baixo volume: Sera composto por individuos que realizem
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treinamento de forga (2x ou 3 por semana) com

volume < 8 toneladas por sessado. Esses voluntarios serdo submetidos a uma sessdo de baixo volume.
GS - Individuos saudaveis sedentarios em que nao realizaram a recomendacéo de atividade fisica e ndo
realizem treino de forga (grupo controle).

Avaliagao

Avaliagdo 1:

Sera realizada uma breve entrevista para apresentagdo do TCLE, aplicagdo do PAR-Q e verificagdo do
histérico de treinamento (Ultimos 12 meses)

e volume de treino das Ultimas 4 semanas. Apos a entrevista caso o individuo seja incluido na pesquisa sera
realizado o agendamento da sessdo de

treino que ocorrera entre 8h e 11h da manha nas dependéncias da academia de musculacéo da Unisa.
Avaliagdo 2: O protocolo de treinamento sera composto por sessao de treino padrdo, com 10 exercicios,
sendo realizados 3 séries de a 12 exercicios até a falha concéntrica (Riebe, Ehrman, Liguori, Magal, &
Medicine, 2018).

As amostras de sangue em tubo EDTA seréo coletadas nos trés momentos descritos no desenho do estudo,
e enviadas para o Unisa Research Center (URC) para processamento e condugédo dos

experimentos laboratoriais.

As amostras serdo identificadas por cédigos alfanuméricos. As amostras de sangue serdo centrifugadas
para a obtencéo do PBMC e separada do plasma e eritrécito com auxilio do tampao EL (Qiagen). As
amostras serdo extraidas pelo método de Trizol e tratadas com DNAse para remogao do DNA gendmico.
Uma vez feita a confirmagado da auséncia de DNA genémico por PCR sem transcriptase reversa, o cDNA
sera construido e reagdes de PCR para HERV K e W, serdo realizados. Os niveis expresséo serao
quantificados de forma relativa, sendo assim utilizaremos primers para o gene endégeno (GAPDH).
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Os

niveis de expressdo de entre os grupos seréo avaliados pelo método de 2-Ct, que determina quantas vezes

cada individuo expressa

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
- Pendéncia atendida:

1) Riscos foram ajustados no TCLE e Plataforma Brasil, granindo assisténcia ao participate de pesquisa,

caso seja necessario, conforme descrito abaixo:

"A coleta de sangue é pouco invasiva e oferece riscos minimos, onde ha um desconforto por conta da coleta

e pode, no maximo, gerar alguns hematomas. Com relagao aos exercicios resistidos ha um risco minimo

relacionados a possiveis lesdes advindas da pratica de exercicio fisico (entorse, contratura muscular). Esse

tipo de lesdo em programas de treino pode afetar até 5% das pessoas, sendo a recuperagdo normalmente

por repouso. Os exercicios fisicos de forca também podem gerar um leve incémodo caracteristico da

atividade fisica, sendo cessado com o repouso apos os exercicios. Em caso de ocorréncia de lesdo durante

a pratica dos treinos determinados na pratica da pesquisa, vocé sera orientado e encaminhado ao

atendimento de emergéncia do sistema Unico de saide ou a um servigo de salde de sua preferéncia. "

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:
- Aprovado.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 14/08/2020 Aceito
do Projeto ROJETO_1560503.pdf 13:21:28
TCLE /Termos de | TCLE_Lucas.docx 14/08/2020 |Luiz Henrique da Aceito
Assentimento / 13:17:36 | Silva Nali
Justificativa de
Auséncia
Outros carta_ao_cep.docx 14/08/2020 |Luiz Henrique da Aceito

13:17:16 | Silva Nali
Outros Anexo5_MODELO_termo_Compromisso| 03/06/2020 |Luiz Henrique da Aceito
Confidencialidade1_lucas.docx 09:29:44 | Silva Nali
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Outros Carta_de_anuencia.pdf 28/05/2020 (Luiz Henrique da Aceito
18:37:10 | Silva Nali

Projeto Detalhado / | Projeto_Retrovirus_endogenos_final.doc| 28/05/2020 |Luiz Henrique da Aceito

Brochura X 18:32:50 |[Silva Nali

Investigador

Folha de Rosto FolhaRostoHERVNali.pdf 28/05/2020 (Luiz Henrique da Aceito
18:31:10__ [ Silva Nali

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao

SAO PAULO, 26 de Agosto de 2020

Assinado por:

Ana Paula Ribeiro
(Coordenador(a))
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ANEXO B - PAR-Q

Questionario de Prontiddo para Atividade Fisica (PAR-Q)

‘ste questionario tem o objetivo de identificar a necessidade de avaliacdo por um médico antes do inicio
la atividade fisica. Caso vocé responda “SIM” a uma ou mais perguntas, converse com seu médico ANTES

ie aumentar seu nivel atual de atividade fisica. Mencione este questionario e as perguntas s quais vocé
‘espondeu “SIM”,

Por favor, assinale “SIM” ou “NAQ” as seguintes perguntas:

1. Algum médico ja disse que vocé possui algum problema de coracio e que s6 deveria realizar atividade
fisica supervisionado por profissionais de satde?
Sim r Nao I
2. Vocé sente dores no peito quando pratica atividade fisica?
sim 1 NEo |
3. No ultimo més, vocé sentiu dores no peito quando praticou atividade fisica?
sim | Nio | |
4. Vocé apresenta desequilibrio devido a tontura e/ ou perda de consciéncia?
Sim r Nao I
5. Vocé possui algum problema dsseo ou articular que poderia ser piorado pela atividade fisica:?
Sim r N3o I~
6. Vocé toma atualmente algum medicamento para pressio arterial e/ou problema de coragdo?
Sim r~ Ndo I
7. Vocé realiza algum tratamento médico continuo, que possa ser afetado ou prejudicado com a
atividade fisica?
Sim " Ndo ™
8. Vocé ja se submeteu a algum tipo de cirurgia, que comprometa de alguma forma a atividade fisica?
Sim r Nao -
9. Sabe de alguma outra razdo pela qual vocé ndo deve praticar atividade fisica?
sm | Nso |

Se sim, descreva:

Nome completo: |dade:
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Se vocé respondeu “SIM” a uma ou mais perguntas, leia e assine o “Termo de Responsabilidade p:
Pratica de Atividade Fisica” '

Termo de Responsabilidade para Pratica de Atividade Fisica

Estou ciente de que é recomendavel conversar ccm um médico antes de aumentar meu ni
de atividade fisica, por ter respondido “SIM” a uma ou mais perguntas do “Questionario de Prontic
Atividade Fisica” (PAR-Q). Assumo plena responsabilidade por qualquer atividade fisica praticad
atendimento a essa recomendacéo.

Nome:

Assinatura:

de de 20___
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