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1. INTRODUCAO

A associacdo da genética com a biologia do exercicio estuda como variacdes
genéticas influenciam as adaptacdes geradas pela aplicacdo de treinamento
fisico, em populacdo saudavel e em atletas de elite. Neste contexto, a pratica
regular de exercicio fisico causa adaptacdes benéficas no individuo. Contudo, fica
claro que h& uma consideravel variabilidade individual na resposta a um
treinamento similar. Isso significa que algumas pessoas tém maior ou menor
ganho de desempenho ap0ds realizar treinamento fisico estruturado (SKINNER et.
Al, 1999; FEITOSA 2002). Isto ocorre devido as diferencas no DNA (acido
desoxirribonucleico). Desta forma, ja foram identificadas algumas variacdes
genéticas associadas ao desempenho fisico e ao metabolismo energético.
Atualmente, mais de 200 polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP), definidos
como a variacao de apenas um nucleotideo na sequencia em determinado locus
(regido do DNA), estédo associados com fenotipos do desempenho fisico (BRAY et
al., 2009; SHARP, 2008; MACARTHUR et. Al, 2005). Identificar e compreender as
vias metabdlicas que contribuem para a resposta individual ao treinamento fisico
€ desafiador, mas tem implicacbes potenciais interessantes para o
desenvolvimento futuro de programas de treinamento de exercicios
individualizados (JONES et. Al, 2017).

Dentro dessas variacdes genéticas que influenciam no desempenho fisico o gene
gue codifica para o Receptor de bradicinina B2 (BDKRB2) €& importante pois
participa de diversas funcbes biologicas. Este € um receptor que regula a
expressdo de uma proteina envolvida na vasodilatacdo dependente do endotélio.
Um dos peptideos conhecidos como cininas é a bradicinina (BK) - um
vasodilatador significativo, liberado dos cininogénios pela atividade proteolitica
das calicreinas. A proteina estd envolvida em regulacdo vascular, inflamacéo,
edema, dor, neurotransmisséo, proliferacédo celular, contracdo da musculatura lisa
e modulacéo do metabolismo da glicose (GRENDA et. al., 2014; ZMIJEWSKI P et.
Al, 2016). Os receptores estao localizados na membrana plasméatica as células do
musculo esquelético e o endotélio vascular. A ativacdo de BDKRB2 resulta no
aumento da captacdo de glicose no musculo esquelético durante a atividade
fisica, no fluxo sanguineo nos musculos e, como resultado, no aumento do
desempenho de resisténcia. Além disso, a sintese do 6xido nitrico vasodilatador
(NO) a partir da arginina pela enzima éxido nitrico sintase (NOS) tem sido descrita
(GRENDA et. al., 2014; ZMIJEWSKI P et. Al, 2016).

Desta forma, a variacdo rs1799722 é um SNP que ocorre no gene BDKRB2 e a
troca da base C pela T e foi relatada em literatura como modulador do ganho de
condicionamento fisico devido a alta prevaléncia em maratonistas do alelo T. O
SNP rs1799722 presente no musculo esquelético foi associado a diferencas na
magnitude da resposta da presséao arterial ao exercicio de preensdo manual. Este
SNP ja foi estudado em diversos experimentos que envolveram sua contribuigédo
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para a resposta ao treinamento fisico (TSIANOS et. Al, 2010; NOTAK et. Al,
2018).
2. METODOLOGIA

O tetra-primer ARMS-PCR sera utilizada na padronizacdo e é um tipo de PCR
(reacdo em cadeia da polimerase) multiplex que consiste em varios conjuntos de
primers dentro de uma Unica mistura que produzem amplicons (fragmentos de
DNA amplificados) de tamanhos diferentes que identificam especificamente
diferentes sequéncias de DNA. Conjuntos de primer séo projetados para que suas
temperaturas de anelamento sejam otimizadas para funcionar corretamente
dentro de uma Unica reacdo. Os amplicons resultantes séo diferentes o suficiente
em tamanho para formar bandas distintas quando visualizadas por eletroforese
em gel (BLUTH & BLUTH, 2018). A analise dos SNP’s sera cada vez mais
utilizada em estudos que serao facilitados por metodologias rapidas, simples, de
baixo custo e alto rendimento para sua genotipagem (YE et. Al, 2001).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

BDKRB2 (rs1799722) Anel.: 58°C

10 ul gotag

2 ul primers mix
1 ul amostras

7 ul H20

Tamanhos dos fragmentos
esperados:

C -437pb

T -150pb

Controle Externo 550pb

Figura 1. Genotipagem realizada em gel de agarose 2% ap0s eletroforese,
SNP (rs1799722). Apenas a banda T foi formada.

BDKRB2 (rs1799722) Anel.: 60°C

10 ul gotag

2 ul primers mix
2 ul amostras

6 ul H20

Gu2idid4. 5B

i Tamanhos dos fragmentos
| : esperados:
C-437pb
T-150pb

Controle Externo 550pb

FigUra 2. Géhotipagem realizada em gel de agarose 2% apo0s eletroforese,
SNP (rs1799722). A banda controle aparece apenas na amostra 1.
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BDKRB2 (rs1799722) Anel.: 60°C

10 ul gotag
1,5 ul primers mix
@ 1 2 3 4 5.6 7 8 B 2 ul amostras

6,5 ul H20
5 R+F+Tir

Tazssss=ss

Figura 3. Genotipagem realizada em gel de agarose 2% apds eletroforese, SNP
(rs1799722). Um dos primers foi retirado para verificar funcionamento dos outros.

As condicbes para a padronizacdo para genotipagem de cada SNP
escolhido serdo Unicas devido a composicdo de nucleotideos dos primers. A
guantidade de cada uma das bases A, T, C e G que compde cada primer modifica
a sua temperatura de anelamento. Desta forma, como observamos nas figuras 1 e
2, algumas das bandas esperadas podem ndo ser formadas na temperatura
prevista ou nas condicbes de concentracdo dos reagentes. Buscamos entao
ajustar a reacdo para que possa demonstrar os resultados previstos. A
temperatura de anelamento foi testada algumas vezes partindo de 58°C, 60°C e
62°C, demonstrando melhor resultado para 60°C algo ja esperado pelo design
dos primers. A extracdo de DNA dos sujeitos também teve que ser refeita a fim de
confirmar a presenca de DNA nas amostras finais. A concentracdo dos reagentes
foi alterada em diversas situacbes como demonstrado nas figuras 1 e 2,
passamos de luL de amostras para 2uL. Apos verificarmos que a banda de
437pb nao foi gerada em nenhuma das amostras, ocorreu uma tentativa de PCR
apenas com os trés primers R, F e Tir e a banda controle apareceu em metade
das amostras. O processo de padronizacao envolve como demonstrado tentativas
€ erros e 0s proximos passos serdo importantes para finalizacdo do processo.
Para que possamos demonstrar o sucesso da padronizacdo do processo de
genotipagem e o correto funcionamento dos primers devemos ter pelo menos trés
amostras de cada alelo para cada SNP e apds os resultados positivos estas
amostras serdo encaminhadas para sequenciamento afim de confirmar os
resultados.

4. CONCLUSOES

A variacdo rs1799722 no gene BDKRB2 pode influenciar na resposta ao
treinamento fisico ou ser um marcador de potencial genético. Desta forma, a
padronizacdo da genotipagem por método simples, pouco oneroso e confiavel é
importante para o estudo do desempenho fisico individual com enfoque na
contribuicdo da genética ao desempenho fisico. Apesar das dificuldades com os
primeiros testes com as modificagbes na temperatura de anelamento
conseguimos a formagdo de algumas das bandas esperadas. Nos proximos
passos iremos realizar modificagbes na concentracdo dos reagentes afim de
conseguir o diagnéstico do SNP com apenas uma reacdo de PCR.
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