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ANALISE DA EXPRESSAO DE GENES EM GEMEOS MONOZIGOTICOS: IMPACTO DA APTIDAO

CARDIORRESPIRATORIA

RESUMO

Estudos experimentais revelam que uma baixa aptiddo cardiorrespiratoria (VO.max) esta associada a
disturbios moleculares e bioquimicas que influenciam a sensibilidade e a secreg¢do de insulina.
Contudo, néo esta bem definido se esta associa¢do é confundida por fatores genéticos. Utilizando o
modelo de controle de casos (gémeos monozigoticos (MZ) discordantes) este estudo, de carater
transversal, avaliou 38 pares de gémeos MZ com idade entre 11 a 18 anos, dos quais nove pares
demonstraram diferengca média intra-par para o VO.max de 13,5£3,7 ml.kg'.min-' (30,6+9,5%). O
objetivo foi investigar o impacto da discordancia no VO.méax nas concentragdes bioquimicas de glicose,
insulina, lipidios, leptina, interleucina 6 e na expressdo do mRNA dos genes SUR1, KIR6.2, IL6,
LEPTINA e PPARg, independente de efeitos genéticos. Foram obtidas as medidas antropométricas de
massa corporal, estatura, circunferéncia da cintura (CC) e espessuras de dobras cutaneas (EDC). Um
teste de esforgo maximo em esteira rolante com andlise direta dos gases foi utilizado para a
determinagdo do VO,max e uma colheita de sangue em jejum e pds-carga de glicose (TOTG) para a
realizacao de exames laboratoriais, extragdo dos genes e estimativa do indice HOMA-RI e HOMA-B. A
expressdo do mRNA dos genes foi quantificada e avaliada por RT-PCR enquanto as variaveis
laboratoriais foram determinadas por kits especificos. Os resultados revelaram maior adiposidade
corporal (soma de 6 EDC), indice HOMA (Rl e f), concentragdo sanguinea de leptina, insulina em
jejum e pds-carga (2 h) favorecendo as meninas, enquanto os meninos demonstraram maior VO2max.
Correlagdo negativa foi observada entre o VO.méx e os indicadores de obesidade (IMC, CC e

adiposidade), indice HOMA (RI e B) e concentragdo sanguinea de leptina, insulina em jejum e pds-
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carga (2 h) e, correlagédo positiva com a expressé@o do gene PPARg. A respeito dos pares discordantes,
observou-se que os co-gémeos mais aptos (45,9+10,0 ml.kg-'.min-') apresentaram significativamente
menor concentragao de glicose em jejum e maior expressao do gene PPARg em relagcdo aos menos
aptos (32,4£10,6 ml.kg".min"'). Nés concluimos que quando os fatores genéticos s@o controlados,
criangas e adolescentes com menor VO2max sdo suscetiveis a apresentar maior concentragdo de
glicose em jejum e menor expressao do mRNA do gene PPARg. Considerando que valores elevados
de leptina, insulina, adiposidade corporal e indices HOMA e menor expresséo do gene PPARg séo
fatores de risco bem estabelecidos para resisténcia a insulina e diabetes tipo 2, este estudo evidencia
que um aumento no VO.méx pode exercer efeitos determinantes no metabolismo de glicose de
criangas e adolescentes. Porém, a importancia da aptidao cardiorrespiratéria observada nesta amostra
nao se restringe a associagdes e relagdes com fatores de risco metabolicos, implica também em
provocar mudangas moleculares e bioquimicas (gendtipo e fendtipo) independentes de efeitos

genéticos.

Palavras chave: Expresséo génica. Canal de potassio dependente de ATP (Karp). Adipocinas. PPARg.

Modelo de gémeos MZ controle de casos.
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GENE EXPRESSION ANALYSIS IN MONOZYGOTIC TWINS: IMPACT OF CARDIORESPIRATORY

FITNESS

ABSTRACT

Experimental studies have shown that low cardiorespiratory fitness (VO.max) is associated with
molecular and biochemical disturbances that influence insulin sensitivity and secretion. However, it is
not defined whether this association is confounded by genetic factors. Using the monozygotic co-twin
case-control, this cross-sectional study evaluated 38 MZ twins pairs from 11 to 18 years of age, of which
nine pairs presented a mean intrapair difference in VO2max of 13.5 + 3.7 ml.kg-".min-! (30.6 £ 9.5%).
The objective was to investigate the impact of the discordances of VO.max on biochemical
concentrations of glucose, insulin, lipids, leptin, and interleukin 6, as well as in genes SUR1, Kir6.2, IL6,
leptin and PPARgamma mRNA expression, independent of genetic effects. We obtained the
anthropometric measures of body weight, height, waist circumference (WC) and skinfold thickness (ST).
The maximal treadmill test with direct analysis of inhaled and exhaled gases was used for determination
of VO2max, as well as fasting and oral glucose tolerance tests (OGTT) blood sample collections for
laboratory analysis, gene extraction and estimation of HOMA-IR and HOMA-B indexes. mRNA genes
expression was quantified and evaluated by RT-PCR, while laboratory variables were determined using
specific kits. The results showed greater body adiposity (sum of 6 STs), HOMA (IR and B) indexes,
blood leptin concentration and fasting and post load (2 h) insulin levels in girls, while boys showed
greater VO2max. Negative correlation was found between VO.max and indicators of obesity (BMI, WC
and fatness), HOMA (IR and f3) indexes and blood leptin concentration and fasting and post load (2 h)
insulin levels and positive correlation with PPARgamma gene expression. Regarding the discordant

pairs, we observed that the co-twins with the highest VO2max values (45.9 + 10.0 ml.kg-".min"") had



significantly lower concentrations of fasting glucose and increased expression of the gene
PPARgamma, when compared to the co-twins with the lowest VO2max values (32.4 + 10.6 ml.kg-!.min-
1). We conclude that when genetic factors are controlled, children and adolescents with lower VO2max
are likely to have higher concentrations of fasting glucose and lower PPARgamma mRNA gene
expression. Taking into consideration that high levels of leptin, insulin, adiposity and HOMA and low
PPARgamma gene expression are well established risk factors for insulin resistance and type 2
diabetes, this study shows that an increase in VO2max can have decisive effects on the glucose
metabolism in children and adolescents. However, the importance of cardiorespiratory fitness, observed
in this sample, is not restricted to associations and relations with metabolic risk factors, as it also means

to cause molecular and biochemical changes (genotype and phenotype), independent of genetic effects.

Key words: Gene expression. ATP dependent potassium channels (Katp). Adipokines. PPARgamma.

Monozygotic co-twin case-control.
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1. INTRODUGAO

A quantidade de atividades fisicas realizadas por criangas e jovens tem reduzido de forma
dramatica nos ultimos anos (CDC, 2002; GORDON-LARSEN et al., 2004; RIDDOCH et al., 2004; KIMM
et al., 2002; HILL & PETERS, 1998; KIMM et al., 2005; LATINI et al., 2009). Antecipando as evidéncias
de que a maioria das doengas associadas a pratica insuficiente de atividades fisicas que se manifesta
na vida adulta, inicia na infancia e adolescéncia (PARSONS et al., 1999), nos ultimos anos tem se
observado que o diabetes melito n&o insulino dependente ou diabetes tipo 2 (DM2) estd sendo
diagnosticado frequentemente entre os jovens (ROSEMBLOOM et al., 1999; RAMACHANDRAN et al.,
2003; PINHAS-HAMIEL et al, 1996; FAGOT-CAMPAGNA et al, 2001; KANG et al, 2002
IMPERATORE et al., 2006). A preocupagéo ndo € mais que uma crianga com um determinado fator de
risco possa se tornar um adulto doente, mas sim as complicagdes que este fator de risco vem
provocando ja na infancia, que incluem transtornos emocionais e alterages no metabolismo de glicose
e lipidios.

Num passado recente 0 DM2 era considerado um disturbio metabdlico com baixa prevaléncia
populacional e ainda de manifestacdo tardia (adultos e idosos) e ndo uma condigdo pediatrica
(ARSLANIAN, 2002). Atualmente, figura entre as doengas cronico-degenerativas de maior crescimento
e com perspectiva de difundir-se ainda mais. A projecao para 2030 € que supere a quantidade de 366
milhdes de portadores no planeta (WILD et al., 2004). Apesar da estreita relagdo com fatores genéticos,
0 aumento acentuado na prevaléncia de DM2 em um espaco relativamente pequeno de tempo tem sido
associado a adogao de habitos e comportamentos ao estilo de vida atual. De acordo com Booth & Lees
(2007) mudangas ocorridas no estilo de vida do homem moderno, comparado ao seu ancestral, estao
provocando anormalidades na expressao de genes que tem sido associada a elevada incidéncia de
DM2. Relata-se ainda que muitos destes genes ainda desempenham fungdes para a qualidade de vida,
porém agora causando morte prematura mediante doengas cronicas produzidas pela deficiéncia de um
comportamento que foi determinante para a sobrevivéncia de nossos antepassados, a atividade fisica.

O DM2 ¢é uma desordem caracterizada por concentragdes elevadas de glicose plasmatica. Por
sua vez, a tolerancia normal a glicose é o produto de um equilibrio entre sensibilidade a insulina nos
tecidos (ag@o) e a fungdo das células beta (B) pancreatica (secregdo). Por isso, defeitos nestas
condi¢bes metabolicas sdo considerados anormalidades primarias e precoces para o desenvolvimento
do DM2 (BALKAU & CHARLES, 1999; REAVEN, 1984; BECK-NIELSEN et al., 2003; SHULMAN, 2000;
DeFRONZO, 1988). Deve-se destacar que deficiéncias na sensibilidade e na secregdo de insulina

estdo relacionadas a um grande nimero de variaveis ambientais e genéticas. Neste sentido, foram
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identificados diversos genes e compostos protéicos e nédo protéicos que agem sobre a membrana das
células B, adipécitos e outros tecidos do organismo provocando alteragdes marcantes no metabolismo
de glicose via secrecao e ac¢do da insulina.

Na sensibilidade a insulina destacam-se o receptor ativado por proliferadores de peroxissoma
gama (PPARg), que integra a familia dos receptores ativados por proliferadores de peroxissoma
(PPAPs) e algumas adipocinas como a Interleucina 6 (IL6) e a Leptina. Além dos efeitos sobre a
sensibilidade a insulina e ao DM2, o PPARg e as adipocinas supramencionadas também estéo
associadas a outras disfungdes como aterosclerose, dislipidemias e a hipertensao arterial (ISSEMAN &
GREEN, 1990; LYON et al., 2003; RAJALA & SCHERER, 2003; AHIMA & FLIER, 2000; TRAYHURN &
BEATTIE, 2001; STEINBERGER et al., 2003). Mecanismos que afetam o metabolismo de glicose,
porém no que diz respeito a regulacdo da secregao de insulina, foram descobertos apds evidéncias de
que a atividade das células B pancreatica é regulada pelos canais de potassio sensiveis ao ATP (Kate).
Estes canais sdo formados por duas subunidades; uma subunidade atua como um sensor de ATP/ADP
do canal e é conhecida como receptor de Sulfoniluréia 1 (SUR1) e a outra subunidade forma o poro do
canal e é denominada Inwardly Rectifying Potassium Channel ou retificador interno do canal de
potassio (KIR6.2).

Apesar das recentes descobertas, 0s mecanismos pelos quais 0os marcadores genéticos e
bioquimicos afetam a sensibilidade e a secregao de insulina, permanecem incertos. Adicionalmente,
evidéncias confirmaram que genes candidatos bem como marcadores bioquimicos associados a
sensibilidade e secrecdo de insulina interagem com fatores ambientais, como a atividade fisica, €
determinam desenvolvimento de DM2. A pratica regular de atividades fisicas € uma maior aptidao
cardiorrespiratéria (VO.max) sdo considerados fatores comportamentais/ambientais determinantes na
prevencao e tratamento de DM2 via influéncias na agao e secrecao de insulina (SCHMITZ et al., 2002;
KASA-VUBU et al., 2005; QI et al., 2008). Foi observado em diversos estudos que em condi¢bes de
descontrole metabdlico ou mediante prética de atividades fisicas a expressdo do PPARg, das
adipocinas e dos Katp sofrem alteragdes que afetam o metabolismo de glicose (RANKINEN et al.,
2007; KELLER et al., 2003; MEIER & GRESSNER, 2004; PATTI et al., 2003; BLUHER et al., 2006;
ANDREASEN et al., 2008; KILPELAINEN et al., 2007).

Muitos pesquisadores tém aproveitado as ferramentas provenientes da biologia molecular para
investigar efeitos da atividade fisica, do desempenho fisico e da aptiddo cardiorrespiratéria em base
molecular. Neste sentido, esta se formando um corpo de conhecimento para se compreender o papel
das atividades fisicas, incluindo a aptidao cardiorrespiratéria, na expressdo do mRNA de genes
considerados candidatos a diversas enfermidades. Alguns destes estudos tém demonstrado resultados

de alteragbes funcionais e metabdlicas decisivas para o desenvolvimento ou prevengdo de doengas
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cronicas como o DM2 por meio do aumento na sensibilidade ou secre¢é@o de insulina (FRANCAUX,
2009; BOOTH & LEES, 2007; BLUHER et al., 2006; KILPELAINEN et al., 2008).

Porém, o conhecimento gerado até o0 momento, em relagéo a expressdo de genes e aptidao
cardiorrespiratéria (VO2méx), ao mesmo tempo em que fornece informagdes valiosas, abre espago
para duas consideracdes com relacdo a utilizagao dos resultados. Uma diz respeito as transformagoes
metabdlicas que acompanham o processo de envelhecimento. Neste contexto, um interessante
trabalho demonstrou que a concentragdo de adiponectina (AdipoQ) em criangas e adolescentes €
dependente da idade (PUNTHAKEE et al., 2006). Da mesma forma, a expresséo dos genes que
influenciam a concentragéo de lipidios plasmaticos, lipoproteinas e apolipoproteinas também sofre
alteragbes com a idade (SNIEDER et al, 1997), enquanto ha relatos de que a expresséo de
coativadores do PPARg (PGC-1a e PGC-1R) encontra-se reduzida com o envelhecimento (LING et al.,
2004). Isto significa que se a concentracdo de uma determinada proteina for dependente da idade, os
efeitos provenientes da aptidao cardiorrespiratoria na express@o de alguns genes nao poderao ser
generalizados para criangas e adolescentes, uma vez que a amostra investigada na maioria dos
estudos desta natureza € composta por adultos. A segunda diz respeito a contribui¢édo de fatores
genéticos para a expressdo de nossas caracteristicas (fenotipos). Assim, quando se investiga a
expressao génica ou outro indicador de sensibilidade e secre¢éo de insulina em individuos ativos e ndo
ativos, como € o caso dos estudos anteriores, as diferengas nos antecedentes genéticos dos sujeitos
nao tém sido consideradas. Isto é relevante tendo em vista que aproximadamente 66% da variagéo na
sensibilidade a insulina é geneticamente determinada (NARKIEWICZ et al., 1997).

Para esclarecer essas questdes a primeira medida seria escolher uma populagao que incluisse
uma amostra composta por criangas e adolescentes. A segunda, para avaliar o impacto da aptidao
cardiorrespiratéria (VO.max) sobre varidveis bioquimicas e a expressdo do mRNA de genes
marcadores de sensibilidade e secregao de insulina, independente de efeitos (fatores) genéticos, seria
necessario examinar gémeos, mais especificamente, gémeos monozigdticos (MZ) discordantes para o
VO,max (RONNEMAA et al., 1997). O modelo de estudo que utiliza pares de gémeos MZ discordantes
para uma caracteristica € conhecido como modelo controle de casos. Por sua vez, oferece uma 6tima
oportunidade para determinar se esta caracteristica (fen6tipo) age em outra variavel, independente da
genética (PIETILAINEN et al,, 2005; SAMARAS et al, 1999). Uma vez que os gémeos MZ s&o
geneticamente idénticos, a descoberta de concordancia para uma determinada caracteristica indica
efeito genético, enquanto a discordancia (diferengas intra-par) sugere efeito ambiental (MUSTELIN et
al., 2007).

Estudos tém confirmado, mediante diversos modelos cientificos, que a aptidao

cardiorrespiratoria € um componente da aptidao fisica determinante na prevencao e tratamento do
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DM2. Apesar dos recentes avangos, a causa de DM2 em muitos pacientes ainda é desconhecida.
Porém, em Ultima analise, 0 DM2 resulta de defeitos na afinidade da insulina nos tecidos (sensibilidade
a insulina), da capacidade das células  pancreatica secretarem insulina ou de ambas as condigdes.
Portanto, investigar o papel da aptidao cardiorrespiratéria em mecanismos moleculares e bioquimicos
relacionados a agao e secre¢do de insulina parece de grande relevancia para estabelecer mecanismos
precisos de prevencao e tratamento para o DM2.

Dessa forma, considerando que o aumento da aptidao cardiorrespiratéria esta associada com
melhorias na sensibilidade a insulina (Ql et al, 2008) e que a resisténcia a insulina nos tecidos e
defeitos na sua secregdo séo influenciados por significativos fatores genéticos (NARKIEWICZ et al,
1997; LEHTOVIRTA et al., 2005), pretendemos verificar se a aptiddo cardiorrespiratoria é capaz de
provocar mudangas nas concentragdes bioquimicas de glicose, insulina, lipidios (HDL-C, LDL-C, TG,
CT), leptina, IL6 e na expressdo do mRNA dos genes SUR1, KIR6.2, IL6, LEPTINA e PPARg,
independente da genética. Para tanto, utilizamos o modelo de gémeos MZ discordantes para a aptidéo
cardiorrespiratoria (VO.max) com a finalidade de determinar se o co-gémeo com menor VOméax

apresenta diferengas nas variaveis investigados em relagdo ao co-gémeo com maior VO2max.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Investigar o impacto da discordancia na aptidao cardiorrespiratoria nas concentragdes
bioquimicas de glicose, insulina, lipidios, leptina, IL6 e na expressdo do mRNA dos genes SUR1,
KIR6.2, IL6, LEPTINA e PPARg em gémeos monozigoticos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar a aptidao cardiorrespiratéria, a expressdo de genes e as variaveis laboratoriais entre
meninos e meninas;

Demonstrar a relagdo entre VOmax, expressé@o do mRNA dos genes SUR1, KIRG6.2, IL6,
LEPTINA e PPARg e variaveis laboratoriais em criangas e adolescentes;

Verificar a expressdo do mRNA dos genes SUR1, KIR6.2, IL6, LEPTINA e PPARg e as

concentragdes de glicose, insulina, lipidios, leptina e IL6 em gémeos MZ discordantes para 0 VO.max.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Aptidao cardiorrespiratéria e sensibilidade a insulina

O diabetes melitu ndo insulino dependente ou diabetes tipo 2 (DM2), é caracterizada pela
elevada concentracdo sanguinea de glicose (BAIER & HANSON, 2004). Sua prevaléncia aumentou
33% no periodo de 1990 (4,9%) a 1998 (6,5%). Este crescimento foi observado em ambos os géneros,
todas as faixas etarias, grupos étnicos e niveis educacionais (MOKDAD et al., 2000). Sera uma das
doengas mais comuns do século XXI e ha algum tempo pesquisadores vem recomendando prioridade
para sua prevencdo (CHIASSON & RABASA-LHORET, 2004). Apesar de ser uma enfermidade
predominantemente de individuos adultos e idosos é cada vez mais comum entre criangas e jovens
(FAGOT-CAMPAGNA et al., 2001). Pinhas-Hamiel et al. (1996) destacam que houve um aumento de
dez vezes na incidéncia de DM2 em adolescentes entre 1982 a 1994.

Apesar do DM2 ser considerada uma enfermidade de carater multifatorial, fortes evidéncias
apontam para defeitos na secre¢do de insulina pelas células beta, para a acao reduzida nos tecidos
(sensibilidade) ou ambos como as principais causas do DM2 (REAVEN, 1988, 1984; BECK-NIELSEN
et al., 1994, 2003; GOLDSTEIN, 2002; DeFRONZO, 1988). A resisténcia a insulina (RI), ou acéo da
insulina diminuida nos tecidos, € uma caracteristica comum entre individuos com parentes de primeiro
grau com DM2 e é geralmente observada antes de qualquer redugdo na secre¢do de insulina
(LEHTOVIRTA et al., 2000; ERIKSSON et al., 1989). A Rl e a hiperinsulinemia compensatéria séo
condigdes que podem ser encontradas décadas antes do diagnostico do DM2 (GOLDSTEIN, 2002;
REUSCH, 2002; HOUMARD et al., 1991). Estas evidéncias, além de elegerem a Rl e a capacidade
secretora das células beta como as causas de maior destaque para o desenvolvimento de DM2,
sugerem que estes disturbios iniciam na juventude.

Entre os fatores de risco que sdo encontrados com freqliéncia em pessoas com sensibilidade a
insulina reduzida é a baixa aptidéo cardiorrespiratéria (IMPERATORE et al., 2006) € o0 excesso de
gordura corporal (BUNT et al., 2003). Um habito que tem sido incorporado ao comportamento de
criangas e adolescentes com maior frequéncia € a inatividade fisica (atividade fisica insuficiente). O
consumo maximo de oxigénio (VO2max), que é um indicador de aptiddo cardiorrespiratoria, pode ser
considerado uma parametro objetivo do status de aptidao fisica e/ou pratica de atividade fisica diaria.
Frequentemente individuos diabéticos e resistentes a insulina possuem baixa aptidao
cardiorrespiratoria (KOHL et al., 1992). Neste sentido, Lynch et al. (1996) demonstraram que valores de

aptiddo cardiorrespiratoria superiores a 31 ml.kg'.min' foram associados a um menor risco de
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desenvolvimento de DM2 em adultos. Nyholm et al. (1996) verificaram o papel da aptidéo fisica na Rl
em individuos com parentes de primeiro grau portadores de DM2 e compararam com individuos sem
qualquer histéria de diabetes. Os pesquisadores observaram que as pessoas com histéria de diabetes
demonstraram menor captagao de glicose estimulada pela insulina no musculo esquelético quando
comparados ao grupo controle. Esta anormalidade foi associada a baixa capacidade aerdbia.
Individuos com baixa aptidao cardiorrespiratoria possuem, respectivamente, 1,9 e 3,7 vezes mais risco
de desenvolver intolerancia a glicose e DM2 do que fisicamente ativos (WEI et al., 1999).

Foi observado que o exercicio fisico aléem de melhorar a sensibilidade a insulina nos tecidos
periféricos, também reduz as concentragdes de insulina e de glicose plasmatica em idosos e jovens
(COKER et al., 2006; KANG et al., 2002). Estes beneficios estdo associados ao aumento da agédo
supressora da insulina sobre a produgéo de glicose hepatica (MIKINES et al., 1989) e no aumento do
numero e da atividade dos receptores de glicose (GLUT4) no musculo esquelético (HOUMARD et al.,
1991). Evidéncias sugerem também que melhoras na sensibilidade a insulina associadas com o
exercicio fisico estdo relacionadas a expressao e/ou atividade das proteinas envolvidas na sinalizagao
da insulina no tecido muscular esquelético como a proteina quinase ativada por AMP (AMPK)
(HAWLEY & LESSARD, 2008).

Embora a sensibilidade a insulina seja menor em descendentes de parentes com DM2,
sugerindo que as anormalidades metabdlicas precoces resultem em parte de uma predisposi¢ao
genética, a Rl herdada pode ser prevenida a partir de um aumento na aptidao cardiorrespiratoria
(NYHOLM et al., 2004). Isto apdia a nogdo de que a atividade fisica ajuda a prevenir distdrbios no
metabolismo de glicose mesmo em grupos (predispostos) com alto risco de desenvolver diabetes (AHN
et al., 2004). Foi descrito que a atividade fisica aumenta a concentracédo de transportadores de glicose
(GLUT4) nos tecidos alvo (GOODYEAR & KAHN, 1998), o que pode explicar um dos mecanismos pelo
qual o exercicio melhora a sensibilidade a insulina. A atividade fisica também pode melhorar a
sensibilidade a insulina indiretamente pela indugéo a perda de peso e pelo aumento da massa magra.
Parece nédo haver duvidas de que o aumento da atividade fisica e da aptiddo cardiorrespiratoria é
capaz de maximizar a acdo de fatores benéficos e minimizar a agao de outros fatores, porém de risco,

para as doengas cronicas como diabetes melitu, hipertensao e doenga arterial coronaria.
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3.2. Aptidao cardiorrespiratoria e expressao de genes

A atividade fisica regular e a aptidao cardiorrespiratéria reduzem o risco de mortes por doengas
cardiovasculares e metabolicas mediante uma multiplicidade de razées (KRAUS et al., 2002; MANSON
et al., 2002; WEI et al., 1999). Estudos demonstrando os efeitos da atividade fisica regular, exercicio ou
treinamento fisico no aumento da aptiddo cardiorrespiratéria, da toleréncia ao exercicio, da massa
muscular, da mineralizagdo 6ssea, da sensibilidade & insulina, das lipoproteinas de alta densidade
(HDL) e, na reducdo da pressao arterial, dos depésitos de gordura, das lipoproteinas de baixa
densidade (LDL), dos triglicérides (TG) sanguineos e dos marcadores inflamatérios bem como suas
inter-relacbes benéficas com fatores de risco cardiovasculares e metabdlicos séo encontrados em
grande quantidade nas bases de busca.

Resultados de estudos de Coort Prospectivos e Clinicos Experimentais demonstram que a
atividade fisica regular ou a aptidao cardiorrespiratoria € mudangas no estilo de vida (dieta, controle do
peso) podem prevenir o desenvolvimento de DM2 (KNOWLER et al., 2002; TUOMILEHTO et al., 2001).
Adicionalmente, uma significativa proporgéo de varia¢do nos fenotipos associados ao DM2 pode ser
atribuida a genética. O risco de diabetes é aumentado na presenga de determinados genes dos quais 0
TCF7L2, KCNJ11 (KIR6.2), ABCC8 (SUR1), AdipoQ, CAPN10, LEPTINA e o PPARg s&o os mais
fortemente relacionados (FREEMAN & COX, 2006; QI et al, 2008). Apesar das evidéncias as
explicagbes de como os genes afetam ou contribuem para o desenvolvimento do DM2 é motivo de
muita discussé@o. Mais recentemente, as técnicas da biologia molecular possibilitaram investigar o papel
da atividade fisica na expressao de genes, associados a algum fenétipo, com interesse de quantificar a
importancia deste fator ambiental (atividade fisica) na saude da populacdo. Deve-se admitir que as
pesquisas com genética, atividade fisica e salde ainda estdo em fase de gestagédo, no entanto ja
existem alguns indicios que permitem sugerir que a atividade fisica afeta a condi¢do de saude e a
reconhecer que nosso genoma modula as associagdes entre atividade fisica e a saude em multiplos
niveis.

Neste sentido, ha evidéncias de interagdes entre atividade fisica e genétipo para doencas
coronarias e cancer (HOKANSON et al., 2003; KING et al., 2003). Um estudo de Coort Prospectivo
populacional demonstrou que o risco de desenvolver doengas em portadores de um polimorfismo no
gene lipase hepatica (LIPC-480C>T), preditor de doencgas coronérias, foi 2,6 vezes maior em individuos
com niveis de atividade fisica normal quando comparado a individuos portadores dos polimorfismos,
porém que participavam de atividades fisicas vigorosas (HOKANSON et al., 2003). Outro trabalho
mostrou que a atividade fisica regular e a auséncia de obesidade na adolescéncia podem prorrogar o
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inicio de cancer no seio entre mulheres que demonstram predisposi¢do genética, ou seja, que s&o
portadoras de mutagdes nos genes BRCA1 e BRCA2 (KING et al., 2003).

Em relagdo as adipocinas, foram determinados os niveis circulantes de adiponectina (AdipoQ)
e a expressao de seus receptores AdipoR1/R2 no musculo esquelético de 140 pessoas com tolerancia
a glicose normal e reduzida. Parte da amostra (n=60) foi submetida a um programa de atividades
fisicas durante quatro semanas. Verificou-se que a atividade fisica melhorou a sensibilidade a insulina
nao apenas mediante aumento da AdipoQ circulante, mas também devido & maior expresséo dos seus
receptores (BLUHER et al., 2006). Uma vez que a concentragdo de AdipoQ é inversamente associada
a obesidade, resisténcia a insulina e ao DM2 (WEYER et al., 2001), o exercicio neste caso podera
mediar uma melhora na sensibilidade a insulina em resposta ao treinamento fisico. O padrao da
expressdo do gene da IL6 no tecido adiposo mediado pelo exercicio foi investigado por Keller et al.
(2003). Os pesquisadores concluiram que o exercicio promove um aumento na expressdo do gene IL6
no tecido adiposo. Contrariamente, Polak et al. (2006) ndo demonstraram efeitos do exercicio na
expressao de genes no tecido adiposo (AdipoQ, LEPTINA, TNFa, ou IL6) ou nos niveis plasmaticos de
adipocinas (exceto leptina) em 25 mulheres obesas submetidas a trés meses de treinamento aerdbio.

Efeitos da atividade fisica nos componentes moleculares das vias de fosforizagdo oxidativa
também sao relatados. Em pacientes com DM2 a baixa capacidade aerdbia foi associada com reduzida
expressao dos genes envolvidos com a fosforizagao oxidativa (MOOTHA et al., 2003). Por um lado,
esta relagdo demonstra que a capacidade aerdbia é um importante mecanismo de regulagéo da fungéo
mitocondrial mediante expressédo de genes favoraveis. Por outro, sugere um componente genético para
a capacidade aerdbia proveniente do metabolismo oxidativo. Um estudo realizado com gémeos
monozigéticos (idénticos) demonstrou que a obesidade e a baixa aptidao cardiorrespiratdria provocam
falhas na expressao de genes responsaveis pelo funcionamento das vias oxidativas mitocondriais do
tecido adiposo (MUSTELIN et al, 2008). Em fungdo do controle rigoroso dos fatores genéticos
adotados neste trabalho pode-se aceitar que a obesidade e a aptidéo cardiorrespiratdria adquiridas séo
fortes candidatos para controlar o metabolismo oxidativo.

Interagdes entre atividade fisica e polimorfismos do gene PPARg foram investigadas em um
grupo de 479 homens de meia idade obesos com tolerancia a glicose reduzida. Os participantes foram
divididos em dois grupos um de interven¢do (n=256) e outro controle (n=257). O grupo controle
recebeu aconselhamentos individualizados sobre dieta e atividade fisica. Foram acompanhados
durante 4 anos e a atividade fisica foi avaliada anualmente por questionario. Os pesquisadores
demonstraram que o aumento na atividade fisica diminuiu o risco dos alelos (rs17036314, rs1801282 e
rs1152003) causarem DM2 (KILPELAINEN et al., 2008). Em outros estudos, o exercicio fisico melhorou

a sensibilidade a insulina em pacientes com DM2 mediante aumento da concentragdo de proteinas
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musculares e da expressao dos genes PPARS, UCP3 (FRITZ et al., 2006) e do GLUT4 (O'GORMAN et
al., 2006; CHRIST-ROBERTS et al., 2004).

Enquanto os efeitos da atividade fisica na sensibilidade a insulina sdo bem conhecidos
(HENRIKSEN, 2002) faltam informagdes em relagdo a influéncia da aptiddo fisica na secregao de
insulina. Por sua vez, ha evidéncias demonstrando que o aumento da atividade fisica melhora a fungéo
das células beta sem alterar a sensibilidade a insulina (DELA et al., 2004). Em um interessante estudo
Kilpeldinen et al. (2007) demonstraram que a atividade fisica de intensidade moderada a vigorosa
realizada por pessoas com toleréncia a glicose reduzida pode modificar o risco de desenvolvimento de
DM2 por meio da regulagéo de genes associados com a secre¢édo de insulina (SUR1 e GLUT2).

Em um estudo de caréater longitudinal a expressédo do gene endotelina-1 (EDN1), potente
vasoconstritor enddgeno, foi modulada pela atividade fisica e aptiddo cardiorrespiratoria em pacientes
normotensos e hipertensos submetidos a 20 semanas de treinamento aerdbio. Embora todos os
participantes do estudo possuissem o genétipo, em individuos com menor capacidade aerdbia o risco
de hipertens&o foi duas vezes maior do que naqueles com maior capacidade (RANKINEN et al., 2007).

Em uma investigagdo que reuniu 17.508 pessoas distribuidas em cinco grupos de estudos, 0s
participantes de meia idade com menores niveis de atividade fisica apresentaram maior expresséo do
polimorfismo rs9939609 do gene FTO, associado com a obesidade € o DM2. Os resultados do estudo
sugerem que 0s menores niveis de atividade fisica acentuam o efeito do gene no acimulo de gordura
corporal (ANDREASEN et al., 2008). Este achado parece apoiar as declaragdes de Booth & Neufer
(2005) no qual admitem que a maior causa da epidemia de obesidade é o enorme declinio na atividade
fisica causada pela revolugéo industrial e pela era da informatica.

Em outro experimento, foi relatado que a atividade fisica de intensidade moderada ou vigorosa
altera o risco de desenvolvimento de DM2 em pessoas com tolerancia a glicose reduzida mediante
efeitos sobre polimorfismos dos genes SUR1 e GLUT2 que, reconhecidamente, regulam a secregao de
insulina (KILPELAINEN et al., 2007). Para os pesquisadores, a atividade fisica de intensidade vigorosa
ou moderada pode modificar o risco de desenvolvimento de DM2 em pessoas com tolerancia a glicose
reduzida atraves da modulacao de genes que regulam a secrecao de insulina (SLC2A2, ABCCS8).

Estes estudos demonstram que os efeitos gerados pela aptidao fisica em uma determinada
doenga ou disturbio ndo séo apenas indiretos ou superficiais. Em outras palavras, eles séo de natureza
molecular, promovendo alteragdes diretamente no mecanismo de sintese protéica. Um aumento na
aptidao cardiorrespiratéria € na atividade fisica provoca complexas mudangas transcricionais em
tecidos alvo, como musculo esquelético, musculo liso e tecido adiposo, associados com melhora na
sensibilidade a insulina, processos inflamatorios, metabolismo de gorduras e de carboidratos (TERAN-
GARCIA et al., 2005).
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3.3. Aptidao cardiorrespiratéria em criangas e jovens

A aptiddo ou resisténcia cardiorrespiratoria é entendida como a capacidade de realizar
exercicios fisicos dindmicos de intensidade moderada a alta, envolvendo a participa¢do de grandes
grupos musculares por periodo de tempo prolongado (ACSM, 2000), enquanto 0 consumo maximo de
oxigénio (VOmax) é a mais alta captacdo de oxigénio que um individuo pode alcangar durante um
trabalho fisico respirando ar ao nivel do mar (ASTRAND & RODAHL, 1987).

Como é uma medida de capacidade funcional, muitas vezes a aptidao cardiorrespiratéria é
utilizada para dar uma idéia do estado atual de envolvimento de uma pessoa com a atividade fisica. A
atividade fisica regular é considerada um elo importante para o aumento da aptidao fisica e da
capacidade de realizar exercicios bem como dos beneficios para a saude (De BACKER et al., 2003).
Apesar de parecer uma associagao Obvia, a existéncia de uma relagao direta entre VO,méax e atividade
fisica diaria tém sido defendida (BERTHOUZE et al., 1995) e contestada em adultos (GILL, 2007). Ao
assumir a existéncia de relagao entre VO.méx e atividade fisica, a aptidao cardiorrespiratéria devera
ser compreendida como uma caracteristica fisioldgica determinada pelo comportamento ativo, o que
levaria automaticamente a concluir que individuos mais ativos sdo mais aptos e vice-versa (GILL,
2007). Porém, os diferentes conceitos e significados dos termos aptiddo fisica e atividade fisica, bem
como a faixa etaria investigada, fornecem munigao para se contestar uma relagao direta entre esses
fendmenos. Dessa forma, aptid&o fisica (que possui como principal componente o VO.max) descreve o
quao bem um individuo pode executar uma tarefa, enquanto atividade fisica denota a quantidade de
movimento (energia) que um individuo realiza (gasta) diariamente (ROWLAND, 2008). A determinagéo
da aptiddo cardiorrespiratoria a partir da calorimetria indireta (troca de gases) fornece maior poder aos
estudos que a empregam para identificar interagdes com outras variaveis, uma vez que a precisdo das
medidas de atividade fisica (questionarios e levantamentos) sdo muito questionadas (Ql et al., 2008).

Em criangas e adolescentes apenas alguns estudos apresentam relagées significantes entre
atividade fisica habitual e 0 VO,max e mesmo assim, séo de magnitudes baixas (LOFTIN et al., 1998).
Talvez as respostas a essa baixa correlagdo estejam nas diferengas operacionais e fisiolégicas
existentes entre 0 VO,max e a atividade fisica. Enquanto a atividade fisica diaria € determinada, na
maior parte das vezes, por influéncias psicologicas a aptidéo aerdbia é um atributo fisico determinado
pelo VOo.max. A primeira diz respeito a um comportamento enquanto o segundo é amplamente
influenciado por fatores genéticos. E admitido que 10 a 50% da variancia no VO:méx seja hereditario
(BOUCHARD; MALINA & PERUSSE, 1997). Apesar de assumir enormes riscos ao classificar
individuos como ativos (alta atividade fisica), porém inaptos (baixo VO2) e, individuos inativos, porém
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aptos, deve-se ressaltar que a maior influéncia para o desenvolvimento do VO.méx ainda é provocada
por fatores ambientais.

Por um lado um individuo com altos valores de VO2méx poderia estar levando vantagem nesta
condigdo em funcdo de seu repertorio genético e ndo necessariamente do seu envolvimento com as
atividade fisica diarias. Por outro, fatores ambientais, incluindo a atividade fisica diaria, poderiam estar
realmente contribuindo para o maior VO,méx. Dessa forma, néo se discute em demasia qual o fator
mais importante para o estabelecimento dos niveis de aptiddo cardiorrespiratéria (genético ou
ambiental, nature ou nurture) até por que o VO.max é entendido como o produto da interacdo entre
fatores genéticos com os ambientais (habitos fisicamente ativos). Cabe aqui ainda salientar que os
fatores genéticos parecem estabelecer limites para o que é alcangado pela atividade fisica.

E importante salientar ainda que o periodo correspondente & infancia e adolescéncia é
marcado pelo aumento progressivo do sistema cardiorrespiratério, com consequente aprimoramento do
desempenho de resisténcia. Neste sentido, a aptidao aerdbia méxima aumenta conforme a crianga
cresce (ROWLAND, 2008). Em fungéo dessas alteragdes fisioldgicas e funcionais naturais, & possivel
assumir que na infancia uma redugéo no VO.max seria improvavel, mesmo com pouca atividade fisica.
Dessa forma envolvimento das criangas e adolescentes com as atividades fisicas poderia contribuir
ainda mais para um aumento no VO;max.

Independente da significativa influéncia que os fatores genéticos exercem sobre a varia¢do da
aptidao cardiorrespiratéria (VO2max) € um consenso de que € o componente da aptiddo fisica
relacionada a salde mais importante. Ha evidéncias de que individuos com maior aptidao
cardiorrespiratéria (VO2max) possuem maior longevidade, mais disposicdo, menor contetdo de gordura
corporal, melhor perfil lipidico e metabolismo de glicose, entre outras enormes vantagens
(LAAKSONEN et al., 2002).

Em relagcdo ao desenvolvimento da aptidao cardiorrespiratoria, ocorre um aumento do VO2max
em termos absolutos (I/min) ao longo da idade, com maior aceleragdo em meninos do que em meninas.
Esse aumento esta intimamente relacionado ao incremento da massa muscular (influéncia anabdlica da
testosterona), de forma que, se for considerar o VO,max corrigido por indicadores de massa muscular
nao sera observado aumento com a idade em criangas e adolescentes do sexo masculino (VO2max/kg
peso corporal permanece constante), enquanto ocorre um declinio progressivo em meninas
(VO2max/kg peso corporal reduz com a idade). Neste sentido, enquanto a massa muscular média,
como percentual do peso corporal nos meninos, aumenta de 42% aos 5 anos para 53% aos 17, nas
meninas, nenhuma mudanga apreciavel é observada (41 e 42%, respectivamente) ao longo do mesmo
periodo (ROWLAND, 2008).
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O nivel de aptiddo cardiorrespiratéria é classificado de acordo com pontos de corte especificos
para idade e sexo. Os pontos de corte utilizados para adultos de 20 a 49 sao baseados em informagoes
provenientes do Aerobics Center Longitudinal Study (BLAIR et al., 1989). Os padrdes de referéncia
usados para classificar a aptidao cardiorrespiratoria de criangas e adolescentes de 12 a 19 anos
(Quadro 1) sdo baseados em critérios do FITNESSGRAM program (CURETON & WARREN, 1990).
Vale ressaltar que a aptidéo cardiovascular baixa é definida com um VO.max menor do que o 20°
percentil; aptiddo moderada com valores entre 0 20° e 59° percentil e niveis altos (elevados) com

valores iguais ou superiores ao 60° percentil (NCHS, 2004).

QUADRO 1. Nivel de aptidao cardiorrespiratoria em criangas e adolescentes

Aptidao cardiorrespiratoria Meninos Meninas
(ml.kg-1.min-1) 12a19anos 12 anos 13anos 14anos 15a19 anos
Baixa <42 <37 <36 <35 <35
Moderada 42-51,99 37-45,99  36-44,99  35-43,99 35-42,99
Alta > 52 > 46 245 > 44 243

Nota: Critérios do FITNESSGRAM program (CURETON & WARREN, 1990)

No Brasil recentemente houve a preocupagdo em fornecer valores referenciais da aptidéo
cardiorrespiratoria para criangas a adolescentes de 10 a 14 anos (RODRIGUES et al, 2006). A
vantagem deste estudo foi a realizag&o do teste com estimativa direta do VO2méx. O Quadro 2 exibe
uma classificacdo da aptidao cardiorrespiratéria relatada em uma amostra de criangas e adolescentes

brasileiros de 10 a 14 anos.

QUADRO 2. Classificagao da aptidao cardiorrespiratéria de criangas e adolescentes Brasileiros

Nivel aptidao (ml.kg-'.min-) Meninos Meninas
Muito fraca <387 <33,0
Fraca 38,7-43,3 33,0 - 36,4
Regular 43,4-479 36,5 - 38,7
Boa 48,0-52,2 38,8 -424
Excelente 2523 2425

Nota: Adaptado de Rodrigues et al. (2006)
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3.4. Papel da Leptina e da interleucina 6 (IL6) na sensibilidade a insulina

A literatura apresenta muitas evidéncias sugerindo uma associa¢do entre diversas doengas
com estado de inflamagao cronica. Foi sugerido que um processo inflamatorio cronico pode representar
o fator desencadeante na origem da resisténcia a insulina e, eventualmente, até no aparecimento do
DM2 (PICKUP & CROOK, 1998). Adicionalmente, o envelhecimento e a obesidade também estao
associados com aumento da inflamagdo crénica (LAMBERT et al., 2008). A inflamacdo & um
mecanismo complexo de defesa no qual os leucocitos migram dos vasos sanguineos (vasculatura)
para dentro dos tecidos danificados com a finalidade de destruir os agentes que potencialmente podem
causar lesdes (GABAY, 2006). A inflamagao aguda é uma resposta imediata do organismo diante de
uma infecgd@o, enquanto a inflamagao cronica € um fendémeno persistente que pode levar a danos
teciduais.

A resisténcia a insulina € considerada um estado pro-inflamatorio, pois estd associada com
elevada concentragdo de marcadores inflamatdrios. Sabe-se que defeitos da acdo da insulina nos
tecidos, tais como musculo, figado e o tecido adiposo levam a um aumento do processo inflamatorio
cronico de baixa intensidade (YUDKIN, 2003). Neste contexto, destaca-se o papel desempenhado
pelas adipocinas, que sdo proteinas de baixo peso molecular com diversas fungdes metabdlicas e
enddcrinas que participam da inflamag&o e resposta do sistema imune. Vérias dessas adipocinas séo
fatores de risco independentes para doencas metabdlicas e arteriais. As principais fontes de adipocinas
(adipocinas/adipocitocinas) sao o tecido adiposo subcutaneo e visceral.

Descobertas recentes demonstraram que ndo se aplica mais a idéia de que o tecido adiposo
age apenas como um reservatorio energético e isolamento térmico. Sabe-se atualmente que o tecido
adiposo funciona também como um importante 6rgao endécrino (MOHAMED-ALI et al., 1998). Nos
ultimos 20 anos, varios estudos confirmaram a capacidade dos adipocitos em secretar horménios
(protéicos e néo protéicos), tornando-se um tema alvo de muitas investigacdes cientificas. As
adipocinas revolucionaram os conceitos sobre a fungdo biologica dos lipidios no organismo, com
destaque para a regulacdo metabdlica. A sintese e secre¢do de adipocinas sdo proporcionais a
quantidade de lipidios, ou seja, a expressdo de adipocinas € maior em pessoas obesas do que em
pessoas magras. Por sua vez, a expressao € dependente do volume das células adiposas (tamanho) e
do local de armazenamento dos lipidios (distribuicdo de gordura).

A diversidade quimica (tipo) e a variedade das fungbes ja identificadas pelas adipocinas as
qualificam numa dimenséo que inclui desde os efeitos benéficos até efeitos prejudiciais para a saude.
Desta maneira, além de outras fungdes desempenhadas no metabolismo, atuam no sistema imune

[fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e interleucina 6 (IL6)], fator de crescimento [fator transformador
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de crescimento-R (TGF-R) e adipsina], regulacéo da pressao arterial (angiotensinogénio), coagulagao
sanguinea [inibidor do ativador de plasminogénio 1 (PAI-1)], homeostase da glicose [adiponectina
(AdipoQ), resistina e leptina], resisténcia a insulina (resistina e TNFa), lipdlise (TNFa e IL6) e
proliferacao e diferenciagdo de adipdcitos [fator de crescimento insulina simile-1 (IGF-1)] (FONSECA-
ALANIZ et al., 2007). Algumas dessas adipocinas s&o potencialmente pré-inflamatérias como o TNFaq,
a resistina, a IL6 e o PAI-1 (TRAYHURN & BEATTIE, 2001). Outras sao consideradas antiinflamatérias
elou sensibilizadoras de insulina como a adiponectina (GUERRE-MILLO, 2008; AHIMA & FLIER, 2000)
e a leptina que é um horménio envolvido tanto com o controle do apetite quanto com a reprodugéo
humana.

Tendo em vista que as adipocinas produzidas no tecido adiposo modulam uma série de
eventos fisiolégicos e fisiopatologicos no organismo humano, passaram a receber grande atencédo de
pesquisadores. A IL6 tornou-se alvo de investigacbes que demonstraram que é capaz de provocar
resisténcia a insulina, porém baseado em observagdes que a IL6 frequentemente esta elevada em
pacientes com DM2 e obesidade (VOZAROVA et al., 2001). O contra-senso destas informagdes foi a
demonstragdo de que a IL6 € secretada rapidamente na circulagdo durante exercicios fisicos
(FEBBRAIO & PEDERSEN, 2002). Em outras palavras, significa que o musculo esquelético também
secreta IL6 (HISCOCK et al., 2004). Este estudo permitiu questionar porque o exercicio provocaria a
liberagdo pelos musculos de um fator que inibe a sinalizagéo de insulina quando na verdade a agéo da
insulina é aumentada imediatamente ap6s o periodo de atividade fisica (WOJTASZEWSKI et al., 2003).
Contrariamente, Lambert et al. (2008) demonstraram que um programa de 12 semanas de treinamento
aerdbio provocou uma redugdo de 50% na expressdo do mRNA dos genes IL6 e TNFa em idosos. O
estudo de Febbraio & Pedersen (2002) foi motivo de muitos debates na literatura, cada parte
defendendo fungbes opostas da IL6 no metabolismo de glicose (PEDERSEN & FEBBRAIO, 2007;
MOONEY, 2007).

Para Gabay (2006) a IL6 desempenha papel fundamental na inflamagdo crbnica e sua
concentragéo é elevada em doencgas inflamatorias. Informagdes sugerem que a producgéo de IL6 &
dependente de estimulos provocados por outra adipocina inflamatéria, o TNFa (PETERSEN &
PEDERSEN, 2006). Também foi sugerido que a IL6 € importante para o metabolismo de lipidios, pois,
foi relatado que é capaz de estimular a lipélise e a oxidagéo de gorduras (van HALL et al., 2003). A IL6
pode aumentar a liberacao de acidos graxos livres e glicerol e sua expressdo aumentada parece estar
relacionada a inibicdo da sintese de leptina e a estimulagdo da produgdo de proteina C reativa
(HERMSDORFF & MONTEIRO, 2004). Estes estudos sugerem que a IL6 desempenha importante

funcdo na mobilizagao de energia em forma de &cidos graxos livres (AGL). Se esta atividade ocorre em
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resposta ao exercicio fisico para fornecimento de energia metabdlica, explicaria o aumento na
sensibilidade a insulina nos tecidos.

A grande quantidade evidéncias tanto pré quanto contra as fungdes da IL6 na sensibilidade a
insulina provocam discussdes interessantes em torno do assunto. Em uma recente revisdo, foi
abordada com bastante clareza a relagdo entre resisténcia a insulina e IL6 (ALLEN & FEBBRAIO,
2010). Diferentes idéias foram discutidas, porém a mensagem é que a IL6 esta mais para reduzir a
obesidade e atingir o equilibrio metabdlico do que o contrario. No entanto, o que no final levou os
autores a decidirem por esta conclus&o foi um estudo com animais (SADAGURSKI et al., 2010). Isto
leva a crer que muitas questdes ainda precisam ser respondidas para estabelecer claramente a
participacdo da IL6 na sensibilidade a insulina. Estas observagdes indicam que a IL6 pode atuar em
multiplos niveis, tanto em tecidos periféricos quanto centrais, 0 que provoca efeitos diretos no peso
corporal, no equilibrio energético e na sensibilidade a insulina.

As funcdes da leptina estdo mais bem definidas. A leptina € uma proteina codificada pelo gene
ob, o0 qual é predominantemente expresso pelos adipdcitos, e seus niveis plasmaticos se correlacionam
bem com a massa de gordura corporal. Enquanto proteina, a leptina possui seu receptor (OB-R)
expresso no sistema nervoso e tecidos periféricos como, tecido adiposo, musculo esquelético, células-
B pancreética e figado. E reguladora das fungdes neuroendécrinas, da saciedade e do gasto energético
(ZACHAROVA et al., 2005). Além da sua agao no equilibrio energético (inibe ingestdo alimentar,
aumenta a demanda energética) a leptina também esta envolvida na regulacéo da pressao arterial, do
sistema imune, respiratério e reprodutivo (HAVEL, 1999). Foi relatado que deficiéncia ou resisténcia a
leptina causa hiperfagia, obesidade mérbida, disfun¢do imune e autonémica além de uma variedade de
anormalidades enddcrinas (FRIEDMAN & HALLAS, 1998). A leptina provavelmente age como inibidor
de apetite e ganho de peso reduzindo a expresséo de peptidios orexigenos (estimulam o apetite) como
o0 neuropetidio Y e aumentando a expressao dos peptidios anorexigenos (inibem o apetite).

Em criangas e em adultos, ha evidéncias sugerindo que a concentragdo de leptina esta
associada com a demanda energética proveniente da atividade fisica (ARSLANIAN et al., 1998;
GOMEZ-MERINO et al., 2002). A concentragédo de leptina plasmatica possui forte associagdo com o
contetido de gordura corporal e foi demonstrado que o aumento relativo da leptina circulante com o
passar do tempo prediz ganho de gordura principalmente na regi@o subcutdnea (KETTANEH et al,,
2007).

A expressdo de leptina nos adipdcitos é regulada transcricionalmente, com a condigdo do
armazenamento de energia no tecido adiposo branco e o tamanho do adipdcito como principais
determinantes (de CARVALHO et al., 2006). Além disso, a expressao da leptina e seus niveis séricos

aumentam apds as refeicdes, porém, é rapidamente suprimida com a restricdo de alimentos
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(PEELMAN et al., 2004). Em criangas e adolescente a leptina plasmatica correlacionou com a gordura
corporal (r=0,77), insulina em jejum, independente da gordura corporal (r=0,60), mas néo correlacionou
com a sensibilidade a insulina (ARSLANIAN et al., 1998). Em um estudo mais recente, foi verificada
associagdo entre a leptina com resisténcia a insulina em jovens de 11 a 14 anos. Porém, esta
associagao foi atenuada pelo ajuste da adiposidade corporal (STEINBERGER et al., 2003).

Foram demonstrados efeitos supressivos da leptina na producdo de insulina nas células (3
humanas tanto na secre¢do quanto na expressdo dos genes (SEUFERT et al., 1999). Este estudo
indica a existéncia de um eixo adipo-insulina em humanos, no qual a insulina estimula a produgéo de
leptina nos adipdcitos e a leptina inibe a produgéo de insulina nas células beta. Porém esta associa¢éo
entre leptina e obesidade levou a formulagcdo da hipotese de uma condicdo de resisténcia a leptina. No
entanto, a base molecular para a resisténcia a leptina precisa ser melhor investigada. Evidéncias
sugerem que a leptina promove oxidagdo de AGL e reduz o acumulo de gordura nos tecidos e estes
efeitos aumentariam indiretamente a sensibilidade a insulina (SHIMABUKURO et al., 1997). No
entanto, embora a leptina seja necesséria para o equilibrio metabolico, aumentar a concentragao de
leptina circulante n&o é o remédio para a obesidade comum (GUERRE-MILLO, 2004).

Em sintese, existem evidéncias sugerindo que a leptina esta relacionada a resisténcia a
insulina tanto em adultos quanto em criangas (HAFFNER et al., 1996; STEINBERGER et al., 2003).
Considerando que a leptina e a resisténcia a insulina estdo fortemente relacionados com outras
doengas (SINAIKO et al., 2001), estudar esta relacdo em criangas e adolescentes pode contribuir para

esclarecer aspectos metabdlicos no desenvolvimento do DM2.
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3.5. Receptor ativado por proliferadores de peroxissoma (PPAR)

Nas ultimas décadas foram identificados importantes receptores intracelulares (nucleares) dos
quais, entre outros, destaca-se o receptor ativado por proliferadores de peroxissoma (PPAR). Os
PPARs séo fatores de transcricao ligantes dependentes pertencentes a superfamilia dos receptores
hormonais nucleares. Ao contrario dos receptores encontrados na membrana plasmatica, os receptores
nucleares sdo fatores transcricionais que exercem sua fungao regulatoria diretamente no promotor do
gene-alvo (KANUNFRE, 2002; ISSEMAN & GREEN, 1990). Trés isoformas de PPARs codificadas por
genes distintos foram identificadas, ou seja, 0 PPAR alfa (a), beta e/ou delta (R/8) e gama (y/g). Os
membros da familia dos PPARs desempenham papeis biologicos determinantes na homeostase da
glicose, no metabolismo das gorduras e nos processos inflamatorios. Cada isoforma possui sua propria
funcéo e distribuigdo nos tecidos. Estas proteinas regulam a expressdo do gene-alvo pela ligagao a
especificos elementos responsivos aos proliferadores de peroxissoma situados em sitios regulatérios
de cada gene (TAVARES; HIRATA & HIRATA, 2007). Uma vez ativado pelo seu ligante, os PPARs
controlam a taxa transcricional de uma grande quantidade de genes implicados em diversas fungdes
fisiologicas, incluindo modulacdo da homeostase da glicose, no metabolismo das gorduras, nos
processos inflamatorios e na proliferagéo e diferenciacédo celular (LUQUET et al., 2005).

Os PPARs podem ser ativados por uma grande quantidade de compostos (ligantes), incluindo
eicosandides (prostaglandinas), acidos graxos poliinsaturados, drogas sintéticas (medicamentos
antidiabetes) e LDLs oxidadas. Tendo em vista que a expressdo dos PPARs foi associada a uma ampla
variedade de doengas como aterosclerose, diabetes, inflamagédo e certos tipos de cancer, os efeitos
benéficos dependem do uso de ligantes especificos (BISHOP-BAILEY, 2000). Quanto a fungéo celular
dos PPARs cabe salientar que, de acordo com o tecido, o efeito metabélico da isoforma € particular e
especifica. Assim, o PPARa atua no catabolismo de acidos graxos (AG) no figado, coragao, rins e
musculo esquelético. Juntamente com o PPARg, o PPARa participa do controle do processo
inflamatério. Para tanto, impede a atividade transcricional do fator de transcri¢do (NFkB) responsavel
pela expressdo do IL6. O papel do PPARa no metabolismo de lipidios estd bem estabelecido na
literatura (BERGER & MOLLER, 2002). O PPARa é expresso predominantemente em hepatdcitos,
fibras musculares esqueléticas e cardiacas, células renais, endoteliais e eritrocitos.

Mais recentemente foi demonstrada importante participagdo do PPARd na oxidagdo de acidos
graxos nos adipdcitos e nos musculos esqueléticos (LUQUET et al., 2005; WANG et al., 2003). Uma
possivel associagcdo com o desempenho fisico também foi sugerida devido a uma variagdo observada
na sequéncia de DNA no locus do PPAR que participa de alteragdes na aptidao cardiorrespiratoria e
na concentragdo de HDL-C em individuos saudaveis submetidos ao exercicio fisico (HAUTALA et al.,
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2007). Foi demonstrado que entre os PPARs o PPARd € o receptor mais abundante no musculo
esquelético e que esta primariamente envolvido com o metabolismo de AGL (MUOIO et al., 2002).

O gene do PPARg da origem, no minimo, a outras trés isoformas, sao elas, PPARg1, PPARg2
e PPARg3 (FAJAS et al, 1998). Estas isoformas sdo expressas em diferentes tecidos e
consequentemente desempenham fungdes metabdlicas especificas. O PPARg2 tem recebido muita
atengéo devido ao efeito protetor contra o risco de desenvolver resisténcia a insulina e DM2 (GELMAN
et al, 2007). O PPARg estd envolvido na diferenciacdo dos adipécitos, estoque de lipidios e
sensibilidade & insulina (BERGER & MOLLER, 2002). E o Gnico membro da familia dos PPARs que se
encontra expresso em altos niveis, especialmente no tecido adiposo. Foi relatado que mutagdes no
PPARg produz severa resisténcia a insulina, hipertensao e diabetes (BARROSO et al., 1999). E um
receptor para as tiazolidinedionas, medicamento utilizado para o tratamento de diabetes
(MEIRHAEGHE et al., 2000) e um receptor que regula a adipogénese (TONTONOZ et al., 1994).
Estudos mostram que o PPARg pode inibir a expressao de genes pro-inflamatérios que desencadeiam
a aterosclerose (JIANG et al., 1998). A ativagdo do PPARg induz aumento do consumo de AGL pelo
tecido muscular esquelético e adiposo o0 que promove redugdo na concentracdo deste lipidio no
plasma. Essa diminui¢do na disponibilidade de AG pode explicar o aumento na sensibilidade a insulina
(RANDLE et al., 1963). Observa-se que muitos estudos descrevem o papel do PPARg na regulagéo do
metabolismo de glicose e de lipidios, porém também sugerem um possivel papel regulador na
expressao de adipocinas pro-inflamatérias que provocam processos inflamatorios e ateroscleréticos.

A acdo dos PPARs é dependente de ligantes, e esses, por sua vez, podem ser naturais ou
enddégenos, como AGL e seus derivados, ou sintéticos, como as drogas antiinflamatorias,
hipolipemiantes e antidiabéticas (CLAUSELL & TAVARES, 2004). A¢des metabélicas mediadas pelos
PPARs via seus distintos ligantes, fornecem subsidios suficientes para estabelecer uma relagdo com a
resisténcia a insulina, DM2 e doenga arterial coronaria particularmente no que se refere ao PPARg. O
papel da atividade fisica no conteido de PPARs merece maiores investigacbes até porque o0s
resultados iniciais sdo bastante promissores (KILPELAINEN et al, 2008; HAUTALA et al,, 2007;
LUQUET et al., 2005; WANG et al., 2003).
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3.6. Papel dos canais de potassio sensiveis ao ATP (KATP) na secre¢do de

insulina

Em um desfecho tipico de DM2 o paciente atravessa trés fases bem marcantes. A primeira,
devido a uma moderada resisténcia a insulina, a producao hepatica de glicose aumenta, caracteristica
comumente observada em pacientes com DM2 e com hiperglicemia de jejum. Na segunda fase a
resisténcia a insulina se torna mais intensa, 0 que pode ser uma consequéncia do grau de carga
genética e/ou de condigdes adquiridas como obesidade, sedentarismo e envelhecimento. Na terceira, 0
paciente pode se tornar dependente de insulina, uma vez que a fungédo das células B pancreatica em
produzir e secretar insulina é drasticamente reduzida ou interrompida totalmente. Nao ha relato quanto
a duracao de cada fase, apenas da existéncia das mesmas.

Hipoteses recentes tém sido desenvolvidas atribuindo a deterioragéo da fungdo das células [3
(terceira fase) a exposicao cronica a elevados concentragdes de acidos graxos livres como ocorre na
obesidade e nos estados de resisténcia insulinica. Andlogo ao conceito de glicotoxicidade, a nogéo de
lipotoxicidade tem demonstrado o potencial mecanismo que associa 0 acimulo de gordura com a
disfungdo na secregdo pancreatica de insulina assim como a diminui¢do da fungao das células B. De
acordo com esta hipdtese, a exposi¢ao cronica aos AGL, em estados em que ha deficiéncia de agéo de
leptina (que regula a oxidagéo no tecido gorduroso), ativaria vias mais toxicas. Isto permitiria aumento
do stress oxidativo e ativagdo de vias inflamatérias resultando em apoptose das células [ pancreética.

O diabetes melito relacionada a fungédo das células B também pode ser devida a anormalidades
genéticas pré-programadas na fungéo das células  pancredtica. Estas células possuem a fungéo de
secretar insulina em resposta ao aumento da glicose circulante. Em condigdo normal a célula B
pancreatica secreta insulina suficiente para manter equilibrados os metabolismos de glicose, lipidios e
proteinas. Os mecanismos envolvidos na secre¢do de insulina pelas células  pancreatica incluem
(ASHCROFT & GRIBBLE, 1999): a) Transporte da glicose para o interior das células B pelo
transportador GLUT2; b) Metabolizag&o intracelular da glicose via glictlise e/ou ciclo de Krebs, gerando
ATP; c) Aumento intracelular da razdo ATP/ADP; d) Fechamento dos canais de potassio (K*) sensiveis
ao ATP (Katp); €) Aumento do K* intracelular; f) Despolarizagdo de membrana da célula 3; g) Abertura
do canal de Ca?* voltagem dependente; h) Influxo de Ca? e aumento de sua concentragdo
citoplasmatica e; i) Exocitose dos granulos secretores contendo insulina.

Observa-se papel de destaque dos canais idnicos em regular o funcionamento adequado das
células B. Os canais ibnicos estdo presentes na membrana plasmatica € nas organelas intracelulares
de todas as células e sé@o responsaveis pela coordenagao de diversas fungdes como neurotransmissao,

contragdo, secre¢do e controle do volume celular. Dentre os canais ibnicos, os canais de potassio
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sensiveis ao ATP (Karp) expressos nas células B pancreatica, demonstram papel central nos
mecanismos envolvidos com a secrecdo de insulina. O Karp realiza a ligagao entre o sinal gerado pelo
metabolismo da glicose com a despolarizagdo da membrana celular e com a exocitose dos granulos de
insulina (REIS & VELHO, 2004). Os canais Katp s& um complexo octamérico composto por
subunidades presentes nas células B pancreatica; estas sao, o receptor de sulfoniluréia 1 (SUR1) que é
uma unidade regulatoria € a outra é a formadora do poro, KIR6.2 (inwardly rectifying potassium
channels) um canal idnico. Os Karps estdo presentes em varios tecidos, incluindo coragao, adipécitos,
musculo liso vascular e no cérebro.

Estas subunidades dos Katp desempenham papel central na secre¢do de insulina mediada
pela glicose. Alteragbes no nuimero de canais na superficie celular estdo associadas com doengas
genéticas e aberragdes na secregdo de insulina (SIVAPRASADARAO et al, 2007). Ha fortes
evidéncias demonstrando que a regulagdo da expressao dos Katp € suas subunidades pode estar
associada a variagé@o da concentra¢do plasmatica de glicose (SMITH et al., 2007). Os pesquisadores
deduziram isto apés verificarem que uma reducdo na glicemia provoca aumento na expressé@o de
KIR6.2 e SUR1. Por sua vez, a exposicdo das células beta a elevadas taxas de glicose diminui a
expressao destes genes.

A subunidade KIR6.2 é codificada pelo gene KCNJ11 e a subunidade SUR1 pelo gene ABCCS,
ambas localizadas no cromossomo 11 (lécus 11p 15.1). Esses canais tém papel importante na
secregao de insulina fazendo a ligagdo entre o metabolismo celular e a atividade elétrica da membrana
plasmatica, sendo tanto o KIR6.2 quanto SUR1 vitais para a regulagdo adequada da secregéo de
insulina. A glicose entra nas células B através da proteina transportadora (GLUT-2) sendo ent&o
metabolizada nas mitocondrias por enzimas da via glicolitica, incluindo a glicoquinase, para produzir
ATP. O aumento da relagdo ATP/ADP intracelular leva ao fechamento do canal Karp e a
despolarizagdo da membrana plasmatica. Isto leva ao bloqueio de canais Karp, reducao da saida do k*
da célula, despolarizagao celular, ativagdo da permeabilidade ao Ca?* sensivel a voltagem. A entrada e
acumulo do Ca?* nas células resulta na exocitose dos granulos de insulina (Figura 1). Acredita-se que o
SUR1 seja o sensor da relagdo ATP/ADP (REIS & VELHO, 2002).
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FIGURA 1. Esquema representativo da secre¢ao de insulina nas células beta pancreatica,
estimulada pelo aumento na concentragao de glicose plasmatica (Adaptado de Smith et al.,
2007)

A fungdo do Karp na regulagdo da secregdo de insulina foi bem estabelecida em estudos com
pacientes hipoglicémicos e hiperinsulinémicos persistentes da infancia. A perda da atividade das
células B pancreatica causada por mutagdes no SUR1 ou KIR6.2 € responsavel pela hiper-secre¢éo
descontrolada de insulina, apesar da hipoglicemia (THOMAS et al., 1996). Para gerar um sinal elétrico
de magnitude desejada, a membrana plasmatica da célula beta deve possuir uma quantidade
apropriada de canais. Um inadequado numero de canais pode levar a hiperinsulinemia congénita,
enquanto um numero excessivo causaria uma condi¢do oposta (SMITH et al., 2007).

Tendo em vista que a célula alvo que sintetiza e secreta a insulina se encontra no pancreas, o
estudo de mecanismos de transcricdo molecular (in vivo e direto) envolvidos neste processo em
humanos € limitado por questbes éticas. Em outras palavras, em situagdes experimentais néo seria
conveniente obter amostras das células B em humanos vivos. Portanto, a expressao dos genes que
regulam a secregéo de insulina, como 0 SUR1 e 0 KIR6.2, é determinada a partir de células obtidas do
sangue periférico (ex. leucdcitos) bem como dos tecidos (ex. adiposo e muscular). Embora seja um
tema importante, poucos estudos comparam a expresséo destes genes no sangue e nos tecidos. Um
destes foi demonstrado diferenga na expressédo do SUR1, mas ndo do KIR6.2 entre os leucdcitos
sanguineos totais e o tecido adiposo. A expressdo do SUR1 foi maior no tecido adiposo do que no
sangue periférico (MARQUES, 2008). Mesmo assim, sao localizados com certa frequéncia estudos que
determinaram o padré@o de secreg@o da insulina in vivo, associado a expressao do mRNA dos genes
SUR1 e KIR6.2, em leucdcitos totais do sangue periférico (KILPELAINEN et al., 2007).
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Determinar a expressao das subunidades do canal de potassio (KIR6.2 e SUR1) pode revelar
precocemente importantes disfungbes no funcionamento das células beta e, dessa forma, possibilitar

intervengdes preventivas.

3.7. Pressupostos para utilizagdo de gémeos como modelo de pesquisas

Ja se passaram mais de cem anos desde que deram inicio os primeiros debates sobre
natureza (nature) e criagao (nurture). Apesar de néo ser um consenso, oficialmente Francis Galton foi o
primeiro a discutir o papel da hereditariedade nas caracteristicas humanas. Em uma polémica
declaragéo afirmou que o talento e a genialidade eram hereditarios. Anos mais tarde, Galton passou a
utilizar gémeos com a idéia de testar suas hipdteses sobre hereditariedade. Ele deduziu que havia dois
tipos de gémeos, os idénticos e os fraternos. Para ele, os tipos de gémeos compartilhavam a criagéo
(ambiente), porém os gémeos idénticos demonstravam maior similaridade (genética) do que os
fraternos. Notavelmente chegou a um ponto em que suas hipoteses sobre hereditariedade poderiam
encontrar apoio metodologico. No Brasil, os créditos aos estudos utilizando gémeos devem ser
concedidos especialmente aos Drs Bernardo Beiguelman e Pedro Henrique Saldanha que além de
publicarem diversos obras e artigos cientificos também forneceram fundamentos importantes para a
utilizacdo desta populagdo em pesquisas genéticas.

A realizagdo de estudos utilizando gémeos passou a ser significativa em diversas ciéncias,
contribuindo para identificar a magnitude das diferengas entre os pares de gémeos de um 6vulo (MZ) e
de dois 6vulos (DZ), fornecendo uma estimativa da hereditariedade e da influéncia do ambiente num
dado fendtipo. Na opinido de diversos pesquisadores, na espécie humana o estudo com gémeos
constitui-se no melhor exemplo de experiéncias naturais que permitem testar a importancia relativa da
genética e da criagdo em determinados fenotipos (CRUZ FERNANDES & MAIA, 2006; SALDANHA,
1980; FROTA-PESSOA et al., 1976; MacGREGOR et al., 2000). Por isso, os estudos com gémeos
agregam um grande valor cientifico tanto na area de biologia quanto na medicina.

Desde que a zigosidade (MZ ou DZ) dos gémeos seja conhecida, eles podem compor
delineamentos de pesquisas em diferentes areas. Os gémeos MZ serviriam como controle dos efeitos
de fatores ambientais por apresentarem estrutura genética idéntica, enquanto os DZ possibilitam
estudar os efeitos de diferentes gendtipos em um meio similar, uma vez que compartilham metade dos
genes. Por sua vez, a utilizagdo de gémeos para estimar a importancia relativa dos genes e do
ambiente na determinagdo de um fendtipo apbia-se em premissas que devem ser destacadas e
argumentadas a luz da literatura (CRUZ FERNANDES & MAIA, 2007, BEIGUELMAN, 2008).

1) Os gémeos compartilham, na fase pré-natal, 0 mesmo ambiente e por isso estéo sujeitos as
mesmas influéncias maternas relacionadas a idade, paridade, condicbes de saude, poluicdo, dieta,
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cigarro e medicamentos; 2) Os fatores ambientais (p6s-natal) que agem sobre os gémeos MZ,
provocando diferencas intra-par, sdo os mesmos que atuam sobre os pares DZ; 3) O ambiente dos
gémeos € aparentemente igual ao ambiente de outros individuos da populagéo; 4) Os integrantes de
cada par de gémeos estdo sujeitos aos mesmos efeitos ambientais, que interagindo com o genétipo
produzem o fenétipo e; 5) Os gémeos podem ser considerados uma amostra da populagdo geral.
Sendo assim, assume-se uma normalidade na distribuicdo de caracteres entre 0s gémeos e 0s outros
individuos.

Apesar de que estas premissas fornecem sustentagao tedrica para a utilizagdo dos gémeos em
estudos cientificos, estdo sujeitas a diversas criticas. Uma delas se baseia no fato da similaridade.
Como os gémeos MZ sdo mais parecidos poderiam ser tratados de modo mais semelhante do que os
DZ, principalmente na infancia. Isto certamente poderia contribuir para acentuar a variancia entre 0s
gémeos MZ e DZ. Neste raciocinio, a variéncia entre os gémeos MZ e DZ também pode aumentar
devido aos anexos embrionarios. Dois tergos dos gémeos MZ compartilham a mesma placenta
(monocoridnico) isto pode resultar tanto na competicdo entre os gémeos para um limitado suprimento
de nutrientes como acarretar anastomoses vasculares graves (LOOS et al., 2001; RAMOS-ARROYO et
al., 1988). Neste sentido, a formagdo da estrutura embrionaria pode influenciar a divisédo de
suprimentos no Utero e contribuir para um ambiente muito adverso entre aos gémeos MZ e DZ. No
entanto, os efeitos provocados pela estrutura embrionéria na variancia entre os gémeos poderiam ser
minimizados a partir do seguinte achado. Como o nascimento dos pares DZ esta sujeita a idade
materna e que maes mais velhas possuem condi¢des de gestagao piores do que as maes mais jovens,
que dao a luz mais freqientemente a MZ, supbe-se que o ambiente intra-uterino, nesta faixa etaria,
seja mais adverso para os DZ do que para os MZ (BEIGUELMAN, 2008). Mesmo assumindo que 0s
gémeos MZ sejam mais concordantes do que o DZ, Guo (2001) ndo admite que todos os fenotipos
concordantes sejam causados por fatores ambientais.

Outra critica, e talvez a mais importante, aborda fatores que atuam no ambiente intra-uterino
provocando menor desenvolvimento fetal. Estudos relatam uma associag¢do inversa entre baixo peso
de nascimento e aumento na incidéncia de hipertensdo arterial, obesidade, dislipidemias, doencas
corondrias e diabetes em adultos. O desenvolvimento de doengas na vida adulta associadas a ma
nutrigdo fetal resultou na hipoétese denominada origem fetal das doengas (BARKER, 1992). As
evidéncias de que os gémeos MZ, na grande maioria dos casos, apresentam menor desenvolvimento
no utero, e nascem com menor peso corporal do que gémeos DZ, foram suficientes para promover os
estudos com gémeos como um modelo bastante interessante para testar a hipotese da origem fetal das
doengas. Em um destes experimentos foi sugerido que 0 modelo com gémeos poderia ser inadequado

para explicar a origem genética de muitas doengas uma vez que o ambiente pré-natal dos gémeos MZ
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é mais adverso do que de gémeos DZ. Conseqlientemente, a maior taxa de concordancia para
doengas observada em MZ poderia ser devido ao baixo peso de nascimento e ndo a presenga de
genes para doengas especificas (PHILLIPS, 1993). No entanto ndo ha concordéncia em relagdo a essa
declaragéo. Foi notado que o menor peso corporal de nascimento nao foi preditor de pressao arterial e
nem de tolerancia a glicose em gémeos (BAIRD et al., 2001; WILLIAMS & POULTON, 1999). Este
conflito permitiu a Ross (1999) reconhecer que os insultos fetais que causam malformagao no peso e
na estatura dos gémeos, como cigarro e fornecimento de nutrientes, podem afetar qualquer tipo de
gestacdo, ndo proibindo o uso de gémeos em estudos desta natureza.

Apesar das criticas em relagdo as premissas empregadas para justificar o0 uso de gémeos em
estudos que investigam a importancia do genotipo na determinagéo do fendtipo, elas séo aceitas por
uma grande parcela da comunidade cientifica (BOOMSMA et al., 2002). Dessa maneira, as premissas
sustentam que a comparacdo da similaridade entre gémeos MZ e DZ, em relagdo a um caractere,
possibilita identificar as fontes de variagdo na populagao.

Em linhas gerais é fato que o uso dos gémeos em estudos genéticos depende dos cuidados
metodoldgicos adotados, principalmente como os gémeos sdo amostrados e investigados (HAWKES,
1997). Admite-se que estudos com gémeos, que sejam bem conduzidos, séo capazes de mudar
completamente a direcdo de um problema cientifico e possibilitam re-orientagdes constantes no foco da
pesquisa. O desafio atual para as pesquisas com gémeos € utilizar os recursos da biologia molecular
para estabelecer comparagdes entre 0s pares em relagdo a expressdo génica, epigenética e outros
(MARTIN, 2005).

Existem diversas variagdes de modelos que utilizam gémeos em estudos cientificos. Em geral
resumem-se em realizar comparagdes entre MZ e DZ (quantitativo e qualitativo) ou apenas empregar
irmdos MZs (estudo controle de casos). No entanto, apds o classico estudo de Bouchard et al. (1990)
com gémeos MZ, este modelo passou a ser mais explorado. A seguir serdo apresentadas algumas

consideragdes sobre 0 uso de gémeos MZ em estudos.

3.8. Andlise de gémeos MZ (modelo controle de casos)

O estudo com gémeos MZ para o estabelecimento da interagdo entre genotipo e ambiente,
pode ser realizado com os pares criados juntos ou separados na infancia (adotados). Como séo raras
as pesquisas com gémeos MZ criados separados, vamos nos ater a descrever o modelo que utiliza os
pares MZ criados juntos.

Este modelo de estudo é conhecido como modelo controle de casos, ou clone controle
(PIETILAINEN et al., 2008). E considerada uma poderosa ferramenta para investigar a relagéo entre
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variaveis (fenotipos) de duas pessoas geneticamente idénticas (SAMARAS et al., 1999; RONNEMAA et
al., 1997a). Em uma amostra de pares de gémeos MZ sdo selecionados apenas aqueles discordantes
para uma determinada caracteristica (ou outros fatores de risco). Este método foi usado para investigar
o efeito da atividade fisica na composigao corporal (SAMARAS et al., 1998), no indice de amplificagdo
na pressao arterial sistdlica (GREENFIELD et al., 2003), na produgdo de glicose hepatica e na
secrecao e agdo da insulina (VAAG et al., 1995; OPPERT et al., 1995). A analise de controle de casos
é considerada o unico e bem estabelecido modelo pelo qual o efeito de fatores ambientais e fisicos
sobre uma caracteristica pode ser quantificado independente de influéncias genéticas (SAMARAS et
al., 1999). Como os gémeos MZ compartilham 100% de seus genes este modelo permite controlar os
fatores genéticos potencialmente intervenientes (GREENFIELD et al., 2003). Portanto, qualquer
diferenga dentro dos pares de gémeos para uma variavel deve ser em fungdo de fatores fisicos e
ambientais os quais os pares de gémeos sdo discordantes. Por exemplo, se os gémeos MZ
discordantes para adiposidade corporal possuem maior diferenga dentro dos pares para sensibilidade a
insulina do que os pares concordantes (ndo diferem), implica que a gordura corporal (adiposidade)
pode estar exercendo efeito sobre a sensibilidade a insulina independente de influéncias genéticas.

Os estudos com gémeos MZ comumente sé@o provenientes de grandes bases de dados de
nascimentos multiplos existentes principalmente na Europa. Os trabalhos apdiam-se no pressuposto de
que como os gémeos MZ sdo geneticamente idénticos a descoberta de concordancia para uma
determinada caracteristica indica fortemente efeito genético, enquanto a discordancia sugere um efeito
ambiental. Adicionalmente, todos os estudos localizados até o momento utilizaram amostras de
gémeos adultos. Essa caracteristica parece bastante aplicada ao modelo, uma vez que para se
determinar discordancia entre os gémeos MZ para uma determinada variavel, a idade é fundamental.
Em outras palavras, o tempo de exposi¢do ao ambiente e o fato de separarem depois de um tempo
(estudar, constituir familia) pode permitir padrdes de discordancias mais evidentes. Ja na infancia e
adolescéncia, os gémeos vivem na mesma casa e compartilham seus habitos e atividades a maior
parte do tempo. Dessa forma, a discordancia sera menos evidente, porém é importante verificar se
pequenas diferengas fenotipicas nessa faixa etaria podem ser capazes de afetar o comportamento de
outra variavel independente de fatores genéticos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Casuistica

O estudo foi constituido por gémeos do mesmo sexo residentes no municipio de Rio Claro-SP.
A escolha dos gémeos para a pesquisa foi intencional, servindo-se de gémeos voluntarios entre 11 a
18 anos (nascidos no periodo de 1990 a 1997). Com inten¢do de localizar os gémeos o projeto
inicialmente foi divulgado em meios formais de comunicagdo como jornais, radio e televisdo. Durante o
primeiro semestre de 2008, todas as Escolas Estaduais (19) e Particulares (5) do municipio foram
visitadas. Nestas instituicdes, estudantes do 6° ano do ensino fundamental ao 3° ano do ensino médio
(11 a 18 anos), desde que fossem gémeos do mesmo sexo, foram considerados elegiveis para a
pesquisa. Os critérios adotados para a incluséo no estudo foram que os participantes deveriam ser
gémeos do mesmo sexo, que nao estivessem em tratamento médico/farmacoldgico que interferisse no
metabolismo de glicose e lipidios e, que houvesse consentimento de todos os envolvidos, inclusive o0s
pais e/ou responsaveis.

Para ter acesso as instituicdes de ensino publicas, solicitou-se autorizagdo, mediante envio de
um memorando com explicagdes gerais sobre o projeto, a Secretaria Regional de Educacdo. As
escolas particulares foram visitadas a partir de um agendamento prévio com o coordenador
pedagadgico. Os procedimentos durante as visitas foram: reunir os gémeos, explicar a intengéo da
pesquisa, registrar informacdes sobre 0s pais ou responsaveis (nome, telefone) e entregar um folheto
(convite) com um resumo do projeto e o contato dos pesquisadores para solucionar duvidas e fornecer
outras informagdes. Nos casos em que n&o foi possivel ter acesso direto aos gémeos (pararam de
freqUentar as aulas ou ndo foram localizados durante o levantamento), o coordenador da escola ligava
e solicitava permissao aos pais ou responsaveis para fornecer seus endere¢os aos pesquisadores.

Ao finalizar as visitas aos colégios contabilizou-se 98 pares de gémeos do mesmo sexo (53
pares mogas € 45 pares de rapazes), 2 trigémeos de sexo oposto (1 menino e duas meninas) e 1
trigémeo do mesmo sexo (3 meninas) todos na faixa etaria estabelecida. Aceitaram participar do estudo
54 pares (35 pares mogas e 19 pares de rapazes) e dois trigémeos (1 menino com 2 meninas e 3
meninas), totalizando 114 criangas e jovens (Quadro 3). Todos os voluntérios eram saudéveis e no

momento das avaliagdes ndo estavam em tratamento medicamentoso.
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QUADRO 3. Levantamento de criangas e adolescentes gémeos de 11 a 18 anos do mesmo sexo

localizados em 2008 nas Escolas Estaduais e Particulares do Municipio de Rio Claro-SP

Pares Trigémeos Trigémeos
(mesmo sexo) (ambos os sexos) (mesmo sexo)
Meninas Meninos  Todos 2J 29 34 39
Levantamento (pares)  54,1% (53) 45,9% (45) 100% (98) -- 2 -- 1
N&o localizados (pares) 23% (3)  77%(10) 13,3% (13) -- - -- -

Localizados (pares)  59,3% (50) 40,7% (35) 86,7% (85

(13)
( (85)
Recusas (pares) 48,4% (15) 51,6% (16) 36,5% (31) - 1 -- -
Avaliados (pares) 65,5% (35) 34,5% (19) 63,5% (54)

Total (n=114) 70 38 108 -~ 3(13;29) - 3(39)

Nota: 3 meninos; Q: meninas

Com a finalidade de classificar os gémeos de acordo com a zigosidade, ou seja, MZ e DZ
foram realizadas anélises de DNA extraidos do sangue periférico. Os resultados revelaram que a
amostra avaliada possuia 38 pares de gémeos MZ e 16 pares de gémeos DZ. Tendo em vista o
delineamento deste estudo foram utilizados para atendimento dos objetivos apenas os resultados dos
gémeos MZ, ou seja, 38 pares.

Os gémeos, seus pais e/ou responsaveis foram previamente informados quanto aos
procedimentos experimentais empregados e apresentaram, por escrito, Consentimento Livre e
Esclarecido para participacdo (APENDICE). Os protocolos de intervencdo foram aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual Paulista (protocolo no5093 - ANEXO) e
acompanham normas da Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude sobre pesquisa

envolvendo seres humanos.

4.2. Procedimentos e coleta dos dados

Os gémeos foram submetidos a uma coleta de dados que inclui um questionario de
identificagdo (com informagdes gerais sobre os gémeos e seus genitores), medidas antropométricas
(massa corporal, estatura, circunferéncia da cintura, espessuras de dobras cuténeas), teste de esforgo
para determinagéo da aptidao cardiorrespiratoria (VO2méx) e da colheita de sangue para as analises

bioquimicas e moleculares. Os testes e medidas foram realizados no Nucleo de Atividade Fisica,
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Esporte e Saude (NAFES) da UNESP. Os procedimentos de coleta e armazenagem das amostras de
sangue foram realizados pelo Laboratério de Anélises Clinicas (Hemodiag) sediado em Rio Claro,
enquanto a extracdo e analise da expressdo dos genes foram realizados, respectivamente, no
Laboratério do Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS) da UNESP e no Laboratorio de Biologia

Molecular Aplicado ao Diagnostico (LBMAD) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP.

4.2.1. Medidas antropométricas

As medidas antropométricas de massa corporal (MC) e estatura foram verificadas seguindo as
recomendagdes de Gordon et al. (1991). A partir destas medidas, foi calculado o indice de Massa
Corporal (IMC) por meio da divisdo da MC, em quilogramas, pela estatura em metros elevada ao
quadrado (kg/m?). Medidas das espessuras das dobras cuténeas foram obtidas com o uso de um
compasso Harpenden®, nas regides tricipital (TR), subescapular (SB), supra-ilica anterior (SI),
abdominal (AB), coxa média (CX) e perna medial (PM) a partir das orientages de Queiroga (2005). A
circunferéncia da cintura (CC) foi medida em duplicata no ponto médio entre as ultimas costelas e a

crista iliaca com auxilio de uma fita métrica inextensivel (Mabis®Japan).

4.2.2. Avaliacao da aptidao cardiorrespiratéria e estabelecimento dos grupos

concordantes e discordantes

Os gémeos, acompanhados de seus responsaveis, compareceram ao NAFES/UNESP (Nucleo
de Atividade Fisica, Esporte e Saude) com horario agendado para a avaliagdo de pardmetros
antropométricos e para a realizagdo de um teste de esforgo fisico méaximo (TEF) com a finalidade de
determinar o consumo maximo de oxigénio (VO2max). Os sujeitos foram orientados a ndo ingerir
bebidas a base de cafeina ou &lcool por quatro horas antes do teste, a consumir refei¢éo leve duas
horas antes e a evitar esforcos fisicos vigorosos no dia anterior. O TEF foi realizado em esteira
ergométrica modelo ATL Super® (Inbrasport), sem inclinagéo, nos periodos matutino e vespertino entre
as 09:00-11:30h e 14:00-18:00h, respectivamente, em um laboratério com temperatura ambiente
mantida entre 20 a 25° C. Todos os testes foram coordenados e administrados pelo mesmo
pesquisador que possuia treinamento e experiéncia em TEF. Ap6s periodo de 5 a 10 minutos de
familiarizagdo com o ergbmetro a diferentes velocidades (4 a 7 km/h), no qual foram informados
procedimentos basicos para a realizagédo e interrupcdo do teste, os avaliados permaneceram um
minuto em repouso na esteira em posicao ortostatica. Em seguida, foi iniciado o teste utilizando-se de

um protocolo Unico que previa velocidade inicial de 4 km/h com incremento progressivo da carga de
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trabalho de 1 km/h por minuto. Incentivo verbal foi empregado na tentativa de obter o esforgo fisico
maximo. Apesar de que o principal critério para interromper o teste tenha sido a exaustdo voluntaria, o
pesquisador também se orientou pela taxa de troca respiratéria (QR) superior a 1,15, na classificagéo
do esforgo percebido em 20 (escala de Borg de 6 a 20) (BORG, 1982) e na freqiéncia cardiaca
maxima prevista (220-idade). Em repouso e durante o TEF foram continuamente registrados o volume
minuto (VE), o consumo de oxigénio (VO.) e a produgéo de dioéxido de carbono (VCO:) pela anélise de
trocas gasosas pulmonares (analisador metabdlico MedGraphics VO2000® - Aerosport Inc.). O
equipamento para analise de trocas gasosas foi calibrado previamente ao desenvolvimento da
pesquisa (pela empresa responsavel) e, no inicio de cada TEF por meio de auto calibragdo. O VO.max
foi coletado respiracdo a respiragao (breath by breath) e o valor adotado para anélise dos dados foi
registrado como o consumo de oxigénio médio nos 30 segundos que antecediam a interrup¢ao do TEF.
A frequéncia cardiaca (FC) foi obtida mediante cardiofrequencimetro modelo Polar S810.

Para aplicar o modelo de estudos com os gémeos MZ (modelo controle de casos), o valor
relativo obtido (VO2 em ml.kg-'.min-") foi empregado para o estabelecimento dos grupos concordantes e
discordantes para aptiddo cardiorrespiratoria a partir da diferenga absoluta intra-par no VO.max de 10
ml.kg-".min-!. O valor foi estabelecido supondo que 10 ml.kg-'.min"' seja uma diferenga consideravel,
admitindo que se trata de gémeos MZ. O grupo discordante foi constituido por 9 pares de gémeos que
apresentaram diferenga no VO.max igual ou superior ao valor de corte, enquanto o grupo concordante,
foi formado por 29 pares com diferenga intra-par no VO2méx inferior a 10 ml.kg-".min-". Seguindo o
raciocinio, os grupos formados (concordantes e discordantes) ainda foram internamente separados em
dois sub-grupos, um formado pelo irmao do par com maior e outro formado pelo irmdo com menor
VO.max (Tabela 7).

4.2.3. Amostras biolégicas

Aproximadamente uma semana apds a avaliagdo da capacidade cardiorrespiratéria (VO2méx)
0s gémeos, acompanhados de seus responsaveis, foram orientados compareceram ao laboratério em
condicdo de jejum noturno (10 a 12 horas). A colheita foi realizada no laboratorio de analises clinicas
Hemodiag de Rio Claro com auxilio de profissionais treinados. Apds permanecerem por 30 minutos em
repouso, foram submetidos aos procedimentos de colheita sanguinea em jejum e pés-carga de glicose.
Todos os procedimentos nesta fase duraram aproximadamente 3 horas. A coleta foi realizada mediante
pungdo da veia antecubital utilizando o sistema de coleta a vacuo (Vacutainer™ Becton Dickinson
Company, Plymouth, Reino Unido), sendo em tubos de 4,0 mL com anticoagulante (fluoreto associado
ao EDTA 1 mg/mL sangue e EDTA 1 mg/mL) e tubos de 3,5 mL com heparina. Uma parte do plasma
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foi utilizada para determinacao da glicose e insulina em jejum e 120 minutos e do perfil lipidico (HDL-C,
TG e CT). Outra parte foi separada em aliquotas e mantida a -80° para analise de outros pardmetros
laboratoriais, como a leptina e a interleucina 6 (IL6). Um tubo contendo sangue total (EDTA 1 mg/mL)

foi utilizado, imediatamente apds a coleta, para a extragcdo de RNA (4,5 ml).

4.2.4. Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG)

O TOTG consistiu em, apds colheita de sangue em jejum, da ingestao, durante o periodo de 5
minutos, de 1,75 g/kg de glicose por via oral diluida em 300 ml de agua fresca. Uma nova coleta de
sangue foi realizada 120 minutos apds o procedimento para dosagem de glicose e insulina (2 h pés-
carga de glicose). Durante o teste, o avaliado permaneceu confortavelmente sentado, sendo permitido
andar um pouco, sem, entretanto, realizar qualquer exercicio fisico intenso, fumar ou consumir café

antes e no decorrer da prova.

4.3. Determinagao dos parametros laboratoriais

As concentragdes em jejum de glicose, insulina e lipidios (HDL-C, TG, CT) bem como as
concentragOes de leptina e IL6 foram determinadas mediante kits especificos. O colesterol LDL-C foi
estimado por meio da formula de Friedewald: LDL-C = CT - HDL - (TG/5) (FRIEDEWALD et al., 1972).
Vale destacar que esta formula se aplica somente a amostras que apresentariam concentragdo de TG
inferior a 400 mg/dL, no entanto, ressalta-se que ndo houve nenhum caso com valor superior a este

critério.

4.3.1. Célculos dos indices Homa-RI e Homa-Beta (f3)

A estimativa da resisténcia a insulina e da fungdo das células beta foi realizada a partir do
indice Homa (Homa-RI e Homa-Beta, respectivamente) que é conhecido como método da homeostase
glicémica (homeostasis model assessment) (MATTHEWS et al., 1985).

O indice Homa-Rl foi calculado por meio da féormula:

e Homa RI = (insulina em jejum (uU/mL) x glicose em jejum (mmol/L)) / 22,5;

Por sua vez, o calculo do indice Homa-Beta, que avalia a funcao secretora das células beta, foi

calculado mediante férmula:

e Homa Beta = 20 x (insulina em jejum (uU/ml) / (glicemia em jejum (mmol/L)) - 3,5.
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4.4, Utilizagao das técnicas de biologia molecular

As técnicas de biologia molecular foram utilizadas na extragcdo de RNA para determinagéo da
expressao do mRNA dos genes SUR1, KIR6.2, IL6, LEPTINA e PPARg e para extragdo de DNA para a
verificagdo da zigozidade dos participantes. A extragdo do RNA foi realizada no Laboratério do Centro
de Estudos de Insetos Sociais (CEIS) da UNESP e os demais passos realizados no Laboratério de
Biologia Molecular Aplicado ao Diagnéstico (LBMAD) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
USP. A extragdo do DNA e o teste de zigosidade foram realizados no laboratério DNA Center sediado
na cidade de Natal-RN.

4.4.1. Isolamento e avaliagao do RNA total

O RNA total foi extraido em triplicata a partir de sangue periférico (4,5 ml), colhido com EDTA
em jejum de 12 horas, utilizando-se o kit PAXgene® Blood RNA Kit, QIAGEN, GmbH, Alemanha,
imediatamente apds a colheita da amostra. Este método utiliza o sistema de colunas associadas as
propriedades de ligacédo seletiva da membrana silica gel com propriedades de centrifugagao. Todos os
procedimentos foram realizados seguindo o protocolo descrito pelo fabricante. A integridade do RNA
obtido foi avaliada utilizando-se da eletroforese capilar através do equipamento Agilent 2100
bioanalyzer (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, EUA). A quantificagédo de RNA foi realizada por
espectrofotometria a 260 nm pelo Nanodrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc., Wilmington, EUA)
e 0 grau de pureza do RNA foi determinada pela relagéo Azsonm/A2gonm.

4.4.2. Andlise da expressao de mRNA por meio da Reagdo em Cadeia da
Polimerase em Tempo Real (RT-PCR)
A quantificacdo da expressdo de mRNA dos genes SUR1, KIR6.2, IL6, LEPTINA e PPARg foi

realizada por transcricdo reversa do mRNA seguida de PCR (RT-PCR) em tempo real. Para essa
finalidade foram utilizados o sistema de amplificacdo TagMan™ e o equipamento ABI 7500 (Applied
Biosystems, Foster City, EUA).

A sintese de cDNA foi feita utilizando o Reagente High Capacity (Applied Biosystems, Foster
City, EUA). A sintese ocorreu de acordo como o protocolo descrito pelo fabricante, considerando o uso
de um termociclador Veriti™ 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, EUA). O cDNA
obtido foi armazenado a -20°C até a realizagao da PCR.
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O cDNA proveniente de RNA total de leucdcitos do sangue periférico foi amplificado pela PCR
em tempo real. Foram selecionados iniciadores e sondas especificas marcadas com fluoréforos para os
genes SUR1, KIR6.2, IL6, LEPTINA e PPARg e fluoréforo VIC para o gene da gliceraldeido 3 fosfato
desidrogenase (GAPDH) (Quadro 4). A escolha foi realizada com auxilio do programa Primer Express

(Applied Biosystems, Foster City, EUA) e Primer Premier 5.0 (PremierBiosoft, Palo Alto EUA).

QUADRO 4. Iniciadores e sondas utilizadas na PCR em tempo real

GENES INICIADORES
5 TCAACGCCAGCGATTCAG 3
SUR1 5 GGGTCATCCAAGAAGACAACG 3’

5 6FAM CCCTCTACCAGCACGC MGBNFQ 3’
5 CTTCTCGTCTGCCTTCCTTTTC 3
KIR6.2 5 AGCCCCACGATGTTCTGC 3
5 6FAM TCCAAGTGACTATTGGCTT MGBNFQ 3'
5 AGCCCTGAGAAAGGAGACATGTA 3
IL6 5 TCTGCCAGTGCCTCTTTGCT 3
5 6FAM CAAGAGTAACATGTGTGAAA GMGBNFQ 3’
5 CACCAAAACCCTCATCAAGACA 3
LEPTINA 5 GACTTTCTGTTTGGAGGAGACTGACT 3’
5 6FAM AGGATCAATGACATTTC MGBNFQ 3’
5 GCAAAGGCGAGGGCG 3
PPARg 5 CCCATCATTAAGGAATTCATGTCAT 3
5 6FAM CAGACAAATCACCATTCG MGBNFQ 3’
5 GGAAGGTGAAGGTCGGAGTCA 3
GAPDH 5 CTGGAAGATGGTGATGGGATTTC 3’
5" VIC TCAGCCTTGACGGTGC MGBNFQ 3’

Nota: SURT1: receptor de sulfoniluréia 1; KIR6.2: potassium inward-rectifier channel; IL6: interleucina 6; PPARg: receptor

ativado por proliferadores de peroxissoma gama; GAPDH: gliceraldeido 3 fosfato desidrogenase (controle enddgino)

A PCR em tempo real foi realizada nas seguintes condigdes: 20 uL de volume final de reagao
contendo TagMan™ master mix 1 X (AmpliTag™ DNA Polimerase, dNTPs com dUTP, AmpErase UNG)
(Applied Biosystems, Foster City, EUA), 3000 nM de iniciadores e 200 nM das sondas marcadas. O

programa de amplificagdo no PCR foi constituido de: (1) um ciclo de 2 min a 50°C (ativagéo da UNG);
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(2) um ciclo de 5 minutos a 95°C (inativagdo da UNG); (3) 40 ciclos de 15 seg a 95°C (desnaturagao);
e, (4) 1 min a 60°C (hibridizacdo e extensdo). Os sinais de fluorescéncia emitidos pelos fluréforos das
sondas TagMan foram detectadas pelo equipamento ABI Prism 7500 (Applied Biosystems, Foster City,
EUA). Os dados foram analisados utilizando-se o programa System 7500 SDS software (Applied
Biosystems, Foster City, EUA) que gera curvas semilogaritmicas dos sinais de amplificagdo. Esse
programa fornece o parametro ciclo em que o sinal de fluorescéncia € significativo, denominado ciclo
treshold (Ct) (BUSTIN, 2000).

Para cada amostra cDNA, o Ct de cada gene foi registrado e comparado com o GAPDH que é
utilizado como controle endégeno. Os valores de Ct obtidos nesses ensaios foram utilizados para o
calculo da expresséo relativa de mRNA de cada gene alvo em relagdo a do controle endogeno
(GAPDH). O resultado é denominado Delta Ct (ACt) e representa a taxa de expressao do gene em
estudo em relacdo ao gene endégeno. E calculada pela seguinte formula:

ACt= ( Ct gene alvo — Ct controle endégeno)

4.4.3. Determinagao da zigosidade com base em microssatélites do DNA

A atribuigdo de monozigosidade ou de dizigosidade aos gémeos foi realizada por intermédio da
investigacdo da concordancia dos gémeos em relagdo a marcadores genéticos polimérficos (DNA),
como o0s genes de locos de microssatélites, também conhecidos pela sigla STR (Short Tandem
Repeat) (HILL & JEFFREYS, 1985). Os microssatélites sdo trechos de DNA que consistem em
unidades repetidas de dois, trés ou quatro nucleotideos.

Para a anélise, aproximadamente 20 uL de sangue de cada participante foi pipetado
diretamente para o QIAcard FTA Spots da QIAGEN com tecnologia Whatman® FTA onde
posteriormente foi realizada a extragdo do DNA através do FTA reagente Whatman®. A analise do DNA
dos gémeos ocorreu utilizando a técnica de extragdo e amplificagdo do DNA por cadeia de reagdo da
polimerase (PCR). Em todas as amostras de DNA, a anélise de 16 STRs autossémicos (CSF1PO,
D251338, D3S1358, D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51, D19S433, D21511, D5S51,
FGA, THO1, TPOX, vWA e o locus da Amelogenina), foi efetuada por amplificagdo em PCR, utilizando
0 kit comercial Identifiler (AB Applied Biosystems), de acordo com as instru¢des do fabricante. A
genotipagem foi efetuada em aparelho ABI 310 Genetic Analyzer (AB Applied Biosystems), de acordo
com as instrugdes do fabricante, por determinagé&o do tamanho dos fragmentos de DNA e comparagao

com escalas alélicas fornecidos com os kits comerciais.
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4.5. Anélise estatistica

Para o atendimento dos objetivos, 0s gémeos foram separados por género, para a comparagao
entre meninos e meninas; considerados como amostra total, para o estabelecimento das relagdes entre
as variaveis e; divididos em grupos concordantes e discordantes para o VO,max com a finalidade de
controlar os efeitos genéticos. As analises foram realizadas com auxilio de um pacote estatistico
comercial (SPSS versédo 13.0) adotando como nivel de significancia p<0,05. Inicialmente o teste de
Shapiro Wilk foi utilizado para a analise da distribuicdo dos dados. Variaveis com distribuicdo normal
foram apresentadas em valores de média e desvio-padrao (+) enquanto varidveis assimétricas em
valores de mediana (minimo-maximo). Como a maioria das variaveis apresentou distribuicdo
assimétrica métodos estatisticos ndo paramétricos foram adotados para as anélises dos dados. Dessa
forma, o teste Mann-Whitney foi empregado para testar a significancia entre meninos e meninas,
enquanto coeficiente de correlagdo de Spearman (rho) foi utilizado para analise das associagdes
estatisticas entre VO.max com expressé@o dos genes, variaveis fisicas e bioquimicas. Para verificar a
presenca de diferencas entre os gémeos com maior e menor VO.méax (concordantes e discordantes)

em relagdo a expressao dos genes, variaveis fisicas e bioquimicas, utilizou-se o teste Wilcoxon.



52

5. RESULTADOS

5.1. Descrigao da amostra

Todos os gémeos localizados foram convidados, em consonancia com seus respectivos
responsaveis, a participarem do estudo. Apds o contato inicial, 54 pares de gémeos e 2 trigémeos
aceitaram participar da pesquisa (Quadro 3). Todos foram submetidos aos procedimentos de coleta
sanguinea, medidas antropométricas e teste de aptidao cardiorrespiratoria.

Os gémeos foram classificados em monozigéticos (MZ) e dizigéticos (DZ) com base nos
microssatélites do DNA (Quadro 5). De acordo com a analise, dos 54 pares e dois trigémeos, 37 pares
e duas meninas pertencentes a um trigémeo (39 %) foram considerados MZ enquanto que, 16 pares
foram classificados como DZ. Os trigémeos constituidos por trés meninas também foram
diagnosticados como MZ. Entre os meninos, 14 pares e entre as meninas, 23 pares e duas irmas (1
par) pertencentes a um trio formado por mais um menino, foram considerados MZ. Para atender aos
objetivos deste estudo apenas os gémeos MZ (38 pares) que possibilitaram a constituicdo de pares

foram incluidos na analise (Quadro 5).

QUADRO 5. Determinagéo da zigosidade por meio de microssatélites do DNA dos gémeos

participantes

Pares
Zigosidade MZ Dz Trigémeos  Total n Total n (M2)*
Meninos n (pares) 28 (14%) 10 (5) 1 39 28 (14)
Meninas n (pares) 46 (23) 24 (12) 5(1) 75 48 (24)
Todos n (pares) 74 (37) 34 6(1) 114 76 (38)

Nota: *Em negrito apenas os gémeos MZ
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A Tabela 1 apresenta os valores descritivos dos gémeos MZ em relagdo a faixa etéria,
caracteristicas fisicas e de aptidao cardiorrespiratoria (VO2méx). A amostra foi constituida por 14 pares
de meninos e 24 pares de meninas. Apos teste de normalidade (Shapiro-Wilk), observou-se a presencga
de variaveis com distribuicdo assimétrica que, em fungdo disso, foram apresentadas em forma de
mediana (md) e valores minimos e maximos. Por sua vez, as variaveis distribuidas normalmente foram
exibidas como média e desvio padréo (). Os meninos demonstraram valores significativamente
superiores no VO.max e inferiores na adiposidade corporal (soma de seis dobras cutineas) quando

comparados aos resultados das meninas.

TABELA 1. Idade, caracteristicas fisicas e VO.max de 38 pares de gémeos MZ (n=76)

Variaveis Todos pares (n=76) Meninos (n=28) Meninas (n=438)
|dade 14,5 (11-18) 13,0 (11-17) 15,0 (11-18)

MC 51,413 50,9 £ 14,1 49,9 (32,8-89,6)

Estatura 158,2 £ 10,6 160,9 £ 13,8 159 (134,1-170)

IMC 19,4 (14,3-32,8) 19,2+28 19,7 (14,6-32,8)

cc 67,5 (54,5-102,5) 67,2 (54,5-82,8) 67,5 (56,0-103,0)

Adiposidade 84,6 (30,8-272,0) 61,0 (30,8-128,2) 107,3 (40,8-272,0)2

VO2max 40,3 £10,2 48,5+9/1 35,5%7,4a

Nota: Idade: em anos; MC: massa corporal (kg); Estatura em cm; IMC: indice de massa corporal (kg/m?); CC: circunferéncia
da cintura (cm); Adiposidade: soma de seis dobras cutaneas (mm); VO2méax: consumo maximo de oxigénio (ml.kg-.min-").
Dados apresentados como média e desvio padrdo (+) para variaveis com distribuigdo normal € mediana (md) (minimo-
maximo) para variaveis assimétricas.

ap<0,01: meninos vs meninas, teste independente Mann-Whitney
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A Tabela 2 exibe as caracteristicas bioquimicas dos participantes. Foi observada diferenca
significante entre os sexos na concentragdo de glicose e insulina em jejum, insulina 2 horas, nos
indices Homa (RI e ) e leptina. Os meninos apresentaram maior concentragdo sanguinea de glicose

em jejum, enquanto as meninas demonstram concentragdes superiores para insulina em jejum, insulina
2 horas, Homa (Rl e B) e na leptina.

TABELA 2. Caracteristicas das concentragées bioquimicas de 38 pares de gémeos MZ (n=76)

Variaveis Todos MZ (n=76) Meninos (n=28) Meninas (n=48)
Glic jej 86,1+ 8,7 89,0 (71-117) 84,0 (70-107)»
Glic 2h 93 (53-151) 96,1 + 16,9 94,7+224
Insul Jej 6,8 (1-51) 6,0 +2,1 10,5 * 8,52
Insul 2h 37,2 (5,7-173,5) 28,2 (5,7-81,3) 44,6 (9,4-173,5)z

Homa-RI 1,5 (0,2-10,1) 1,3 (0,4-2,9) 1,6 (0,2-10,1)z

Homa-B 115,9 (20,5-1013,7) 92,2 (20,5-194,9) 147,0 (50,8-1013,7)z
CT 152,5+33,8 148,3 + 36,5 155+ 32,3
HDL-C 42 (26-168) 43,0 (32-168) 41,5 (26-66)
LDL-C 93,6+29,8 95,0 £ 25,8 92,6 + 32,1
TG 74,5 (43-182) 70,0 (43-176) 82,5 (45-182)
Leptina 5,5(1,5-35,8) 3,0 (1,5-6,9) 9,4 (2,2-35,8)-
IL6 2,0 (2-17,8) 2,0 (2-8,2) 2,0 (2-17,8)

Nota: Glic jej: glicemia em jejum (mg/dL); Glic 2h: glicemia p6s carga (mg/dL); Ins jej: insulina em jejum (mg/dL); Ins 2h:
insulina pds carga (mg/dL); Homa-RI: Homeostasis model assessment (resisténcia a insulina); Homa-B: fungdo secretora
das células beta; CT: colesterol total (mg/dL); HDL-C: colesterol da lipoproteina de alta densidade (mg/dL); LDL-C:
colesterol da lipoproteina de baixa densidade (mg/dL); TG: triglicérides (mg/dL); Leptina (ng/mL); IL6: interleucina 6 (pg/mL)
Dados apresentados como média e desvio padréo (+) para variaveis com distribuicdo normal e mediana (minimo-méximo)
para variaveis assimétricas.

ap<0,01; bp<0,05: meninos vs meninas, teste independente Mann-Whitney
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A Tabela 3 apresenta, em unidades de ACt, a expressdo dos genes SUR1, KIR6.2, IL6,
LEPTINA e PPARg obtidos em sangue periférico de todos os gémeos MZ bem como separados por

sexo. Nao houve diferengas na expressao destes genes em relagao ao sexo.

TABELA 3. Valor de expressao génica (ACt) em gémeos MZ

Genes n Todos MZ n Meninos n Meninas
SUR1 38 0,0138321 18 0,02017765 20 0,04180249
(0,00009-0,39668) (0,000093-0,396675) +0,050861244
KIR6.2 38 0,0816469 18 0,10928142 20 0,01842444
(0,00035-1,74372) (0,001554-1,743716) (0,000349-1,246468)
IL6 28 0,0003256 12 0,00055116 16 0,00248799
(0,00007-,01652) (0,000101-0,008483) +0,004603282
LEPTINA 18 0,0000691 8 0,00008194 10 0,00006479
(0,00001-0,00027) (0,000036-0,000268) (0,000012-0,000241)
PPARg 26 0,0002730 10 0,00076730 16 0,00026269
(0,00005-0,00289) +0,000963271 +0,000140795

Nota: SURT: receptor de sulfoniluréia 1; KIR6.2: potassium inward-rectifier channel; IL6: interleucina 6; PPARg: receptor
ativado por proliferadores de peroxissoma gama. Dados apresentados como média e desvio padrao (+) para varidveis com
distribuicdo normal e mediana (md) (minimo-maximo) para variaveis assimétricas; A expressdo do mRNA dos genes sao
exibidos em valores de ACt = Ct gene aivo — Ct controle endsgeno (GAPDH)

Meninos vs meninas, teste independente Mann-Whitney
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5.2. Relagcao entre VO.max com idade, caracteristicas fisicas, expressao génica e
variaveis bioquimicas em gémeos MZ

A analise da correlagdo de Spearman (rho) entre VO.max, idade e caracteristicas fisicas da
amostra total (n=76) demonstrou uma relagao inversa entre aptidao cardiorrespiratéria e os indicadores
de obesidade, como IMC (rho =-0,363), CC (rho = -0,305) e adiposidade (rho = -0,628). Por sua vez, a
idade, a MC e a estatura apresentaram rela¢do positiva com estes indicadores (Tabela 4).

TABELA 4. Relagao entre VOmax, idade e caracteristicas fisicas de gémeos MZ

Idade MC Estatura IMC CC Adiposidade
VO max 0,218 -0,186 0,160 -0,363**  -0,305* -0,628*
|dade 0,607 0,581* 0,495* 0,585* 0,430*
MC 0,765* 0,886* 0,922* 0,672*
Estatura 0,449* 0,632* 0,266*
IMC 0,869** 0,790*
CcC 0,698*

Nota: VO2max: consumo maximo de oxigénio (ml.kg-".min-'); Idade em anos; MC: massa corporal (kg); Estatura em cm;
IMC: indice de massa corporal (kg/m2); CC: circunferéncia da cintura (cm); Adiposidade: soma de seis dobras cutineas
(mm).

Coeficiente de Correlagdo de Spearman (rho) **p<0,01; *p<0,05

A anélise da relagdo entre aptidao cardiorrespiratéria e bioquimica sanguinea revelou um
comportamento inverso entre VOméx e as concentragdes de insulina em jejum (rho = -0,292), insulina
pds carga (rho = -0,226), indice Homa-RI (rho = -0,268), Homa-f (rho = -0,270) e na leptina (rho = -
0,737). A concentragao de glicose pos carga (Glic 2h) demonstrou correlagéo positiva com glicose em
jejum (rho = 0,275), CT (rho = 0,222) e insulina pds carga (rho = 0,656), enquanto CT apresentou
correlagéo direta com LDL-C (rho = 0,861) e TG (rho = 0,371) e inversa com HDL-C (rho = -0,210). Por
sua vez, HDL-C também demonstrou relagao negativa com LDL-C (rho = -0,310) e TG (rho = -0,520).
Outras relagdes ainda podem ser observadas na Tabela 5 entre os indices Homa (RI e B), colesterol
LDL-C, TG, insulina em jejum e pds-carga e leptina. A concentragao plasmatica de IL6 ndo demonstrou

relagdo com nenhuma outra variavel investigada.
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Glicjej Glic2h InsulJej Insul2h Homa-RI  Homa CT HDL-C  LDL-C TG Leptina IL6

VO.méx 0,107 0,094  -0,292* -0,226* -0,268*  -0,270* 0,112 -0,039 0,196  -0,060 -0,737* -0,119
Glic jej 0,275 0,158 0,059 0,291*  -0,501* 0,080 -0,142 0,142 0,084  -0,002 -0,011
Glic 2h 0,106  0,656** 0,152 0,177 0,222 0,100 0,191 0,081 -0,009 0,013
Insul Jej 0428 0977 0,703 -0073 0,175 0,186 0,390 0,465 -0,116
Insul 2h 0,430* 0,220 0,156  -0,001 0,089  0,276* 0,461 -0,144
Homa-RI 0,592 0,054 -0,167 -0,166  0,382**  0,409** -0,121
Homa B 0,078 -0,125 -0,198 0,293  0,393* -0,089
CT -0,210* 0,861* 0,371* -0,175 -0,169
HDL-C 0,310 -0,520** -0,060 0,000
LDL-C 0,217  -0,259* -0,066
TG 0,191 0,040
Leptina 0,006

Nota: VO2méx: consumo maximo de oxigénio (ml.kg'.min-); Glic jej: glicemia em jejum (mg/dL); Glic 2h: glicemia pé6s carga
(mg/dL); Ins jej: insulina em jejum (mg/dL); Ins 2h: insulina pds carga (mg/dL); Homa-RI: Homeostasis model assessment
(resisténcia a insulina); Homa-B: fungdo secretora das células beta; CT: colesterol total (mg/dL); HDL-C: colesterol da
lipoproteina de alta densidade (mg/dL); LDL-C: colesterol da lipoproteina de baixa densidade (mg/dL); TG: triglicérides
(mg/dL); Leptina (ng/mL); IL6: interleucina 6 (pg/mL)

Coeficiente de Correlagdo de Spearman (rho) **p<0,01; *p<0,05

A aptidao cardiorrespiratoria (VO2maéx) foi diretamente relacionada com a expressdo do mRNA
do gene PPARg (rho = 0,515). Diferentemente da inexisténcia de relacéo entre a expressao do gene
IL6 com variaveis bioquimicas, quando comparado com a expressdo de outros genes, demonstrou
correlagdo moderada positiva com a expressdo do gene Leptina (rho = 0,531) e muito forte com os
genes KIR6.2 (rho = 0,861) e SUR1 (rho = 0,911). Ainda, as duas subunidades dos canais de potassio
(KIR6.2 e SUR1) demonstraram forte correlagao entre si (rho = 0,960) (Tabela 6).

TABELA 6. Relagao entre VO.max e a expressao génica em pares de gémeos MZ

IL6 KIR6.2 LEPTINA PPARg SURT
n 28 38 18 26 38
VO,méx 0,179 0,193 0,263 0,515 0,142
IL6 0,861 0,531* 0,203 0,911*
KIR6.2 0,065 0,137 0,960+
LEPTINA 0,368 0,106
PPARg -0,081

Nota: VO2méax: consumo méaximo de oxigénio (ml.kg-".min-'); SUR1: receptor de sulfoniluréia 1; KIR6.2: potassium inward-
rectifier channel; IL6: interleucina 6; PPARg: receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama
Coeficiente de Correlagdo de Spearman (rho) **p<0,01; *p<0,05
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5.3. Comparacao entre irmaos gémeos discordantes e concordantes para aptidao
cardiorrespiratoria

Como planejado, uma diferenca fixa de 10 ml.kg-*.min-* na aptiddo cardiorrespiratéria dentro
dos pares de gémeos MZ foi utilizada para estabelecer concordancia e discordancia entre os pares
para 0 VO.max. Neste sentido, 0s gémeos que apresentaram diferenca absoluta dentro do par igual ou
superior a 10 mlkg'min' no VOmax, foram considerados discordantes para aptiddo
cardiorrespiratoria. Por sua vez, os pares concordantes foram aqueles que demonstraram diferencas
inferiores a 10 ml.kg-".min-!. Seguindo o raciocinio, os grupos formados (concordantes e discordantes)
ainda foram internamente separados em dois sub-grupos, um constituido pelo irmao do par com maior
VO2méx e outro pelo irm&o com menor VO.max. O objetivo de procurar discordancias fenotipicas em
pares de gémeos MZ foi o de demonstrar os efeitos da variavel discordante (VO2max) em outros
fendtipos (expresséo) independente da genética.

Vale destacar que a diferenga relativa entre 0o gémeo com maior € menor VOméax
(discordantes) variou de 16,9 a 42,1%, com média de 30,6 + 9,5% e para os gémeos concordantes,
essa diferenga variou de 0,3 a 33% com média de 10,6 + 8,2% (dados ndo apresentados). Por sua vez,
a média absoluta dessas diferengas para os pares discordantes foi de 13,5 + 3,7 ml.kg-'.min"' e de 3,6
* 2,3 ml.kg'.min"" para os pares concordantes (Tabela 7).

Os gémeos discordantes apresentaram valores médios de VOméx de 45,9 £ 10,0 vs 32,4 £
10,6 mlkg'.min' para o irmdo mais apto e menos apto, respectivamente. Entre os gémeos
concordantes, esses valores foram respectivamente, para o irmdo mais apto e menos apto, de 42,4
9,2 vs 388 £ 9,8 mlkg'.min". Em ambos os grupos, estas diferengas foram estatisticamente
significantes (p<0,01). Observou-se que no grupo formado por pares de gémeos MZ discordantes, as
concentragdes de glicose em jejum foram significativamente inferiores no irmdo gémeo com maior

VO2max. Por sua vez, ndo foi notada diferenga entre os irmé&os gémeos MZ concordantes (Tabela 7).
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TABELA 7. Comparagao entre as variaveis fisicas e bioquimicas de 38 pares de gémeos MZ com

maior (9 pares) e menor (29 pares) diferenga intra-par para o VO.méax (# dentro dos pares)

Gémeos MZ discordantes (9 pares)®

Gémeos MZ concordantes (29 pares)®

Variaveis Maior Menor Maior Menor
VO,max 45,9 +10,0 32,4 +10,62 42,4 +9.2 38,8 £9,82
ldade 13,9+22 142 +21
n(3/19) 18 (8/10) 58 (20/38)
MC 46,4 +9,0 46,2 +8,7 51,2+ 141 53,7+ 13,6
Estatura 1557+ 11,5 156,4 £ 11,0 158,8 + 10,6 159,14+ 10,6
IMC 189+14 18,715 19,4 (14,6-32,8) 20,6 (14,3-31,4)
CC 66,5+4,4 65,7 5,0 66,0 (55-103) 71,2 (54,5-100,5)
Adiposidade 68,9 + 25,8 72,0 +£29,0 93 (30,8-272) 100,4 (33,8-248,6)
Glic jej 829%73 86,7 £ 7,6° 86,6 + 8,6 86,3 + 9,6
Glic 2h 88,0 + 20,4 83,0+ 18,4 976195 98,8 +20,8
Insul Jej 54+15 6,0+1,6 98+94 9,8+6,6
Insul 2h 36,5+ 34,6 253 +13,7 50,4 + 39,5 54,5+ 36,5
Homa-RI 1,0 (0,7-1,8) 1,2 (0,7-2,0) 1,6 (0,4-10,1) 1,6 (0,2-6,5)
Homa-f 106,1(77,4-194,9) 86,4 (50,3-147,5)  108,4 (20,5-1013,7) 130,1(37,4-614,2)
CT 151,2 £ 42,1 161,7 £ 36,4 149,3+ 31,3 153,2 + 34,1
HDL-C 426 £53 442 +56 42,0 (26-168) 44,0 (27-166)
LDL-C 93,2 +40,1 102,5 + 34,6 91,2 + 26,7 93,1+28,8
TG 77,2 + 26,1 74,9 271 77,0 (50-182) 75 (43-178)
Leptina 57+3,6 53+3,0 10,1+£9,6 10,9 £ 10,1
IL6 2,0 (2-4,1) 2,0 (2-4,4) 3,7+£37 3,1+3,0

Nota: VO2max: consumo méaximo de oxigénio (ml.kg-".min-'); Idade em anos; MC: massa corporal (kg); Estatura em cm;
IMC: indice de massa corporal (kg/m2); CC: circunferéncia da cintura (cm); Adiposidade: soma de seis dobras cutaneas
(mm); Glic jej: glicemia em jejum (mg/dL); Glic 2h: glicemia p6s carga (mg/dL); Ins jej: insulina em jejum (mg/dL); Ins 2h:
insulina pds carga (mg/dL); Homa-RI: Homeostasis model assessment (resisténcia a insulina); Homa-B: fungdo secretora
das células beta; CT: colesterol total (mg/dL); HDL-C: colesterol da lipoproteina de alta densidade (mg/dL); LDL-C:
colesterol da lipoproteina de baixa densidade (mg/dL); TG: triglicérides (mg/dL); Leptina (ng/mL); IL6: interleucina 6 (pg/mL).
=Diferenca intra-par para 0 VO2méx = a 10 ml.kg'.min"t;

*Diferenca intra-par para 0 VO2max menor do que 10 ml.kg-!.min-".

Dados apresentados como média e desvio padrdo (+) para variaveis com distribuigdo normal e mediana (md) (minimo-
méaximo) para varigveis assimétricas.

ap<0,01; bp<0,05: maior vs menor VO2max dentro dos pares concordantes e discordantes, teste pareado Wilcoxon
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A Tabela 8 apresenta, em unidades de ACt, a expressdo dos genes SUR1, KIR6.2, IL6,

LEPTINA e PPARg obtidos em sangue periférico de gémeos MZ discordantes e concordantes para

VO.max. A andlise indicou a existéncia de diferenca significante na expressdo do mRNA do gene

PPARg em gémeos discordantes para o VO,max. Neste grupo, foi observado que o irm@o com maior

aptidao cardiorrespiratéria apresentou um aumento na expressao deste gene quando comparado com

seu co-gémeo com menor aptidao cardiorrespiratoria. Por sua vez, no grupo concordante, ndo foram

observadas diferengas entre os irmaos com maior e menor VO,max.

TABELA 8. Comparacgao entre valores da expressao génica (ACt) de 19 pares de gémeos MZ

com maior (4 pares) e menor (15 pares) diferenca intra-par para o VO2max (# dentro dos pares)

Gémeos MZ discordantes (9 pares)®

Gémeos MZ concordantes (29 pares)*

Varidveis  Pares Maior Menor Pares Maior Menor

VO2 4 43,0+ 9,6 33,1% 94 15 434%94 41,1% 9,6

SUR1 4 0,00325056 0,00474254 15 0,03110333 0,02704441
(0,001534-0,103700)  (0,000093-0,022734) (0,000191-0,131816)  (0,000095-0,396675)

KIR6.2 4 0,00914446 0,01043796 15 0,11132125 0,15698910
(0,003772-0,409977)  (0,001857-0,198246) (0,000646-1,246468)  (0,000349-1,743716)

IL6 2 0,00024340 0,00021574 12 0,00042249 0,00071843
(0,000223-0,000264)  (0,000144-0,000288) (0,000101-0,016518)  (0,000073-0,008483)

LEPTINA 4 0,00006028 0,00006788 5 0,00007223 0,00008452
(0,000055-0,000268)  (0,000036-0,000119) (0,000012-0,000134)  (0,000048-0,000241)

PPARg 4 0,00062571 0,00035223 9 0,00025452 0,00030940
(0,000107-0,002886)  (0,000100-0,002074)> (0,000070-0,000473)  (0,000049-0,000513)

Nota: VOz2méx: consumo mé&ximo de oxigénio (ml.kg*.min""); SUR1: receptor de sulfoniluréia 1; KIR6.2: potassium inward-
rectifier channel; IL6: interleucina 6; PPARg: receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama; Dados apresentados
como mediana (minimo-méximo);
A express@o do mRNA dos genes séo exibidos em valores de ACt = Ct gene alvo — Ct controle endogeno (GAPDH).

=Diferenca intra-par para 0 VO2méax maior ou igual a 10 ml.kg-!.min"t;

*Diferenca intra-par para 0 VO2méx menor do que 10 ml.kg-1.min-!
ap<0,01; bp<0,05: maior vs menor VO2max dentro dos pares concordantes e discordantes, teste pareado Wilcoxon
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6. DISCUSSAO

O modelo de estudo com gémeos MZ tem contribuido enormemente para a compreenséo dos
efeitos que o estilo de vida e fatores ambientais provocam em fenotipos humanos (MARTIN et al.,
1997). Entre individuos geneticamente idénticos as diferengas intra-par sdo causadas por fatores
ambientais e podem, consequéntemente, serem utilizados em estudos de relacionamento enquanto o0s
fatores genéticos sé@o controlados (MUSTELIN et al., 2008). Em outras palavras, diferengas dentro do
par de gémeos MZ para um determinado fendtipo sé@o atribuidas a fatores ambientais ou outras
caracteristicas para os quais os pares de gémeos sao discordantes (GREENFIELD et al., 2003). Neste
estudo, de abordagem transversal, estudamos gémeos MZ que eram ou discordantes ou concordantes
para 0 VO,max para testamos os efeitos da aptidéo cardiorrespiratoria na expressao de genes e em

variaveis bioquimicas (medidas laboratoriais), independente dos efeitos genéticos.

6.1. Comparagao entre meninos e meninas

Primeiramente, foi examinado se haviam diferencas entre os gémeos em relagdo ao sexo para
as variaveis investigadas. Nao foram verificadas diferengas entre os géneros em relagdo a idade,
medida de massa corporal (MC) e estatura, indice de massa corporal (IMC) e circunferéncia da cintura
(CC). Porém as meninas demonstraram significativamente maior adiposidade corporal indicada pela
soma das seis espessuras das dobras cutaneas nas regides tricipital, subescapular, supra-iliaca,
abdominal, coxa média e perna medial. A medida das espessuras das dobras cutaneas fornece um
parametro de adiposidade corporal total, uma vez que aproximadamente metade do conteudo de
gordura do corpo esta localizada na regido subcutdnea, com o restante sendo gordura visceral e
organica (McARDLE et al., 2003).

Os resultados também revelaram que a aptiddo cardiorrespiratoria (VO2max) foi
significativamente menor nas meninas do que nos meninos. Na adolescéncia, os valores médios de
VO.max expressos relativamente a massa corporal (ml.kg-.min-') sdo 20 a 25% mais altos nos rapazes
do que nas mogas (ROWLAND, 2008). Neste estudo a diferenga entre meninos e meninas foi de 42%
(48,5 vs 35,5 ml.kg-".min-"). Alguns fatores que explicam essa discrepancia incluem diferengas proprias
relacionadas ao sexo feminino, como, menor massa corporal magra, concentragdo de hemoglobina,
atividade fisica habitual e maior quantidade de gordura corporal total. Vale ressaltar que representam

em grande parte, diferengas bioldgicas reais entre meninos e meninas.
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Em relagdo a comparagéo dos valores das variaveis bioquimicas entre os sexos, observou-se
que as meninas apresentaram menor concentracdo de glicose em jejum e maiores de insulina jejum,
insulina 2h, indices Homa (RI e B) e de leptina. Em relagédo a leptina plasmatica, um estudo que
sustenta nossos achados foi realizado com gémeos MZ. Os resultados demonstraram que as meninas
apresentaram concentragdes trés vezes maiores do que 0s meninos, tanto quando classificadas como
grupo obeso quanto ndo-obeso (RONNEMAA et al., 1997b). Esta estabelecido na literatura que as
variaveis mais importantes na regulagdo da leptina s&o a massa de gordura corporal (MEIER &
GRESSNER, 2004) e a concentracdo de insulina. Foi observado que criangas com cetoacidose
diabética tratadas com insulina apresentaram significativo aumento na leptina plasmatica (HATHOUT et
al., 1999). Da mesma forma que a leptina, as concentragdes de insulina também s&o proporcionais a
quantidade de gordura corporal (FRENCH & CASTIGLIONE, 2002). Para relacionar essas informagoes
com nossos resultados é necessario estabelecer as diferengas entre 0s sexos no contetido de gordura
corporal. Neste sentido, a quantidade de gordura corporal relativa ao peso corporal apresenta
tendéncia crescente em ambos os sexos até por volta de 10-11 anos de idade. No entanto, na
sequéncia, entre 0s meninos essa ascensao estabiliza ou até reduz por alguns anos, enquanto entre as
meninas nota-se uma tendéncia crescente e acentuada de deposigdo de gordura com o passar dos
anos (GUEDES & GUEDES, 1997). Essa caracteristica de carater biologico/cultural, juntamente com a
evidéncia de maior adiposidade (soma de dobras cutaneas), pode explicar em parte as maiores
concentragdes de insulina, indices Homa (RI e B) e de leptina nas meninas em relagdo aos meninos
demonstradas neste estudo. Deve-se destacar também que a insulinemia superior nas meninas pode
ter contribuido para a menor concentragéo de glicose observada em jejum, comparada aos meninos,
uma vez que € o hormdnio responsavel em mediar o transporte de glicose através das membranas
celulares.

Quanto a expressdo dos genes SUR1, KIR6.2, IL6, LEPTINA e PPARg entre meninos e
meninas, ndo foram identificadas diferencas entre os sexos. Porém, um fato chama a atengdo na
comparagdo entre meninos e meninas em relagdo as concentragdes das variaveis bioquimicas e na
expressao dos genes investigados. As meninas demonstraram significativamente maior concentragéo
de leptina (mediana) do que os meninos (md 9,4 vs 3,0 ng/ml, respectivamente). Contudo, os valores
de expressdo do mRNA do gene LEPTINA ndo foram diferentes entre os sexos. Em estudos
experimentais, 0 exercicio foi associado com um aumento na concentragdo sanguinea de citocinas
(ILG, IL-1B, TNFa), mas ndo na express@o dos mesmos genes (MOLDOVEANU et al., 2000). Em outro,
foi notado efeito contrario, no qual o exercicio implicou no aumento da expressédo dos genes (IL6, IL8,
TNFa), mas ndo no aumento das proteinas circulantes (BUFORD et al., 2009). Este estudo sugere que

a expressao ndo resulta necessariamente em sintese de proteinas. No entanto, essas discrepancias,
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apesar de ndo serem bem compreendidas, também s&o influenciadas pela escolha das células alvo
para se determinar a expressdo do gene (leucécitos totais do sangue periférico, tecido muscular ou
adiposo), da idade da amostra e da intensidade do programa de exercicios. Neste sentido, Clayton &
Tillmann (1998) relatam que o mRNA da LEPTINA é expresso exclusivamente no tecido adiposo

enquanto possui receptores em todos os tecidos.

6.2. Correlagdo entre VO2max, idade, caracteristicas fisicas, variaveis bioquimicas
e a expressao do mRNA dos genes em gémeos MZ

Utilizando todos os gémeos MZ (n = 76), procuramos verificar a relagdo, mediante correlagao
de Spearman, entre 0 VO,max com as variaveis investigadas. Foi observada relagéo inversa entre
VO2méx com IMC (rho = -0,363), CC (rho = -0,305) e adiposidade (rho = -0,628). Ndo é novidade que
individuos mais ativos, ou aptos fisicamente, apresentam menor quantidade de gordura corporal. Esta
associagao € encontrada em todas as faixas etarias e géneros. Ha enormes dificuldades metodoldgicas
em desenvolver experimentos que permitam testar quem € a causa ou o efeito desta relagao. Porém,
um estudo longitudinal demonstrou que uma baixa demanda energética provocada pela atividade fisica
pode ser um preditor mais forte do que a dieta no ganho de peso em adultos (KLESGES et al., 1992).

A aptiddo cardiorrespiratéria apresentada pelos gémeos também demonstrou relagéo
significativamente inversa, porém fraca, para a concentragdo de insulina em jejum (rho = -0,292),
insulina pés-carga (rho = -0,226), indice Homa-RI (rho = -0,268) e Homa-B (rho = -0,270); no entanto,
uma correlagao forte com a concentragao de leptina (rho = -0,737). Estudos experimentais demonstram
que o exercicio fisico esta associado ao aumento na sensibilidade a insulina (Homa-RlI), na fungéo das
celulas beta pancreatica (Homa-f8) e na tolerancia a glicose (LAKKA et al., 2004; DELA et al., 2004;
WEI et al., 1999). Outras evidéncias corroboram que o exercicio fisico melhora a sensibilidade a
insulina nos tecidos periféricos e reduz as concentragdes de insulina e de glicose plasmatica em idosos
e jovens (COKER et al., 2006; KANG et al., 2002).

Pelo fato do exercicio fisico promover aumento no VO.max, estas pesquisas concordam
indiretamente com este estudo. Em nossa amostra de jovens, verificamos que quanto maior a aptidéo
cardiorrespiratoria menor a concentragdo de insulina em jejum e pos-carga de glicose, bem como os
indices Homa (RI e ). Foi observado em outro estudo que individuos diabéticos ou resistentes a
insulina apresentam baixa aptiddo cardiorrespiratéria (KOHL et al., 1992). Em adultos, valores de
aptidao cardiorrespiratéria superiores a 31 ml.kg".min"' foram associados a um menor risco de
desenvolvimento de DM2 (LYNCH et al., 1996).
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Quanto a relagdo negativa encontrada em nossa anélise entre VO.max e a concentragdo de
leptina em jovens, deve-se recordar que a leptina apresentou correlagdo positiva com as mesmas
variaveis bioquimicas que o VO2max, porém, ao contrério, de magnitude negativa (insulina em jejum,
insulina pds carga, indice Homa-RI e Homa-B). Ha uma grande quantidade de evidéncias associando a
leptina (gene ou proteina) a gordura corporal. Neste sentido, um trabalho realizado com uma amostra
de criangas e adultos revelou que o aumento na concentragdo de leptina é capaz de predizer maior
ganho de massa de gordura, principalmente na regido subcutanea (KETTANEH et al., 2007); em outro,
a produg@o e secre¢do de leptina foi proporcional ao tamanho e numero dos adipécitos (COUILLARD et
al., 2000). Estudos experimentais também mostram que os efeitos do exercicio fisico na redugéo da
concentragd@o de leptina pode ser mais evidente quando ha alteragbes na massa de gordura ou na
sensibilidade & insulina (BENATTI & LANCHA JUNIOR, 2007). Neste sentido, tanto a insulina quanto a
gordura corporal parecem modular fortemente a concentragao de leptina no organismo. Estes estudos,
apesar das diferengas metodoldgicas, estdo de acordo com nossos resultados. Nos demonstramos que
0s gémeos com menor aptiddo cardiorrespiratoria apresentaram relagdo direta com adiposidade
corporal, concentragao de leptina e de insulina.

Quanto a relagéo entre aptidao cardiorrespiratoria (VO2méx) e expressdo do mRNA dos genes
investigados, foi observado correlagdo positiva com a transcrigdo do gene PPARg (rho = 0,515).
Anélise de variantes do PPARg (PPARgC1A) e PPAR® demonstraram efeitos aditivos no aumento da
aptiddo aerdbia e na sensibilidade a insulina em participantes de um programa de intervengao
(STEFAN et al., 2007). A ativacdo do PPARg esta associada ao aumento do consumo de AGL pelo
musculo esquelético e adiposo, inibi¢do da expresséo de genes pré-inflamatérios que desencadeiam a
aterosclerose e no aumento da sensibilidade a insulina (JIANG et al., 1998). Estes estudos indicam a
existéncia de lacos fisioldgicos importantes entre 0 VO2méx e o gene PPARg. Evidéncias sugerem que
a fungao mitocondrial, associada com a aptidao aerobia e a resisténcia a insulina, é profundamente
afetada pela expresséo de coativadores (PGC-1a e PGC-1B) do gene PPARg (ST-PIERRE et al., 2003)

Uma associagéo direta entre aptidao cardiorrespiratoria com o gene PPARg foi demonstrada
em remadores. Aléem do PPARg, o PPARg Ala e o PPARd também foram considerados marcadores
genéticos associados com a performance fisica (AKHMETOV et al., 2007). Apesar do reduzido nimero
de estudos que investigaram a associagé@o entre aptiddo cardiorrespiratéria com o gene PPARg, &
possivel deduzir que a relagdo demonstrada no presente estudo € benéfica tanto para o desempeno

quanto para possiveis mecanismos que agem favoravelmente no metabolismo de glicose e lipidios.
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6.3. Estudo controle de casos

A hipétese deste estudo foi que uma variagdo no VOmax (aptid@o cardiorrespiratoria) entre
gémeos idénticos (MZ) igual ou superior a 10 ml.kg-'.min-! seria capaz de influenciar as concentragdes
bioquimicas e a expressdo de genes relacionados a secre¢do (SUR1, KIR6.2) e a sensibilidade a
insulina (PPARg, IL6 e LEPTINA). Por meio do teste Wilcoxon, para medidas pareadas, a expressao do
mRNA dos genes SUR1, KIR6.2, IL6, LEPTINA e PPARg, caracteristicas fisicas e bioquimicas foram
comparadas entre 0 gémeo com maior € menor VO,méx (modelo controle de casos), nos grupos
concordante e discordante. Como os grupos sdo formados por gémeos MZ, esta analise permite indicar
que as diferengas entre os pares discordantes podem ser devidas a aptiddo cardiorrespiratoria,
independente de efeitos genéticos.

Por um lado foi observado que, exceto para o VO.max, ndo houve qualquer diferenca
significante na expressdo dos genes, em caracteristicas fisicas ou bioquimicas entre os 29 pares de
gémeos concordantes. A auséncia de diferengas significativas entre as variaveis analisadas neste
grupo de gémeos MZ (diferenga intra-par menor do que 10 ml.kg-".min"') talvez possa ser explicada
pelo valor de corte para a definicdo de concordéncia e discordéncia. Neste caso o valor de 10 ml.kg-
min' foi adequado para estabelecer discordéncia e concordancia nesta faixa etaria. Outra
possibilidade € mais tedrica. Nesta a concordancia em gémeos MZ jovens necessariamente nédo
significa que o fendtipo (caracteristica) seja genético em sua origem. Estes gémeos vivem juntos e, por
conseguinte, compartilham o mesmo ambiente. A concordancia nesse caso poderia ser o resultado de
similaridades genéticas e ambientais (compartilhadas). Entretanto, quando os gémeos se separarem, 0
que ocorre mais tarde na vida, e ainda assim persistir concordancia, dai entdo o resultado deveria
sugerir que a doenga é genética. Discordancia, por sua vez, deve indicar que a doenga é devida, no
minimo em parte, a fatores ndo genéticos (BARNETT et al., 1981).

Por outro, foram identificadas diferengas significantes nos pares MZ que demonstraram média
das diferencas intra-par (relativa) no VO2max igual ou superior a 10 ml.kg-".min-! (discordantes). A esse
respeito, as concentragdes de glicose em jejum foram significativamente inferiores no irmao gémeo
com maior VOméx. Em relagdo a expressdo do mRNA dos genes SUR1, KIR6.2, IL6, LEPTINA e
PPARg verificou-se que o irmdo gémeo com maior VO2max demonstrou valores mais elevados de
expressao apenas para o gene PPARg em relagdo ao seu irm&o correspondente com menor aptidao
cardiorrespiratoria. Estes resultados sugerem que o modelo controle de casos empregado (gémeos MZ
discordantes) sustenta a hipotese de que a aptiddo cardiorrespiratéria pode modular a concentragéo
plasmatica de glicose e a express@o do PPARg independente de fatores genéticos.
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As informacbes sobre 0 PPARg apontam um envolvimento direto com a diferenciagdo dos
adipdcitos, estoque de lipidios e sensibilidade a insulina (BERGER & MOLLER, 2002) e pode ser
encontrado expresso tanto no tecido adiposo quanto no sangue periférico (MARQUES, 2008). A
ativacdo do PPARg induz aumento do consumo de AGL pelo tecido muscular esquelético e adiposo o
que promove redugao na concentragao deste lipidio no plasma. No tecido adiposo, a agdo adipogénica
do PPARg € antagobnica a agdo de citocinas pré-inflamatorias como o TNFa e a IL6 (JIANG et al.,
1998). Por sua vez, um polimorfismo do gene PPARg (uma substituicdo silenciosa de “C” para “T”
(C16IT) no exon 6 do gene) demonstrou associagdo com maior concentragéo de leptina plasmatica do
que em portadores do alelo 16IC (MEIRHAEGHE et al., 1998). Ao contrario, outro polimorfismo
relativamente comum, localizado na porg¢do amino-terminal da isoforma PPARg2, substituindo a prolina
por alanina no codon 12 (Pro12Ala), apresentou relagao direta com maior sensibilidade a insulina e
menor risco de DM2 (BARROSO et al., 1999; TAVARES et al, 2005). Tendo em vista a fungéo
desempenhada pelo PPARg e a indicagdo neste estudo de um aumento na sua transcri¢éo em jovens
com maior aptiddo cardiorrespiratdria, coloca em destaque os efeitos exercidos pelo VO.max,
independentes da genética, na prevengdo primaria de DM2 via inibicdo indireta de citocinas
inflamatérias.

No entanto, juntamente com informagdes provenientes de estudos que empregaram métodos
tradicionais de pesquisas basicas e aplicadas (sem controle de efeitos genéticos), como os estudos
supramencionados, os conhecimentos oriundos de estudos com gémeos MZ, oferecem valiosa
oportunidade para a discuss@o dos resultados encontrados no presente estudo. Neste sentido, a
investigacdo de uma amostra de gémeos MZ jovens (em média 25 anos) discordantes para obesidade
(IMC) resultou em uma série de artigos de interesse. Em um destes estudos, foi investigada a
expressao de diversos genes no tecido adiposo dos gémeos. Os resultados mostraram que o co-
gémeo obeso apresentou significativamente menor expressdo dos genes PPARg e AdipoQ e maior
expressdo dos genes LEPTINA e TNF (PIETILAINEN et al, 2006a). Em outros estudos, foram
reveladas associagdes, independentes da genética, entre obesidade e alteragbes no metabolismo de
lipidios envolvidas com a aterogénese, inflamac&o e resisténcia & insulina (PIETILAINEN et al., 2007) e
com disturbios no metabolismo de aminoacido mitocondrial responséaveis pelo acumulo de gordura no
figado, resisténcia & insulina e hiperinsulinemia (PIETILAINEN et al., 2008). Ainda, foi demonstrado em
outra publicagdo, que a deficiéncia na concentragédo de AdipoQ (discordéncia), preferivelmente a
obesidade por si, apresenta correlagéo independente com disfungdes endoteliais (PIETILAINEN et al.,
2006b).

A atividade fisica estimada por questionario foi determinada em uma amostra de gémeas MZ

de meia idade. Os resultados revelaram que as gémeas mais ativas fisicamente apresentaram menor
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adiposidade central e total (DEXA — dual-energy X-ray absorptiometry) do que sua co-gémea mais
obesa. Os autores demonstraram que ap6s controle de fatores genéticos e ambientais, a influéncia da
atividade fisica na adiposidade central e total era maior do que outros fatores ambientais como dieta,
condig@o econdmica, cigarro e reposigao hormonal (SAMARAS et al., 1999). A distribuicdo de gordura
intra-abdominal foi estimada em 23 pares de gémeos MZ (14 mulheres e 9 homens; 33 a 59 anos de
idade) que apresentavam em média 18 kg de diferenca intra-par na massa corporal. Os gémeos
discordantes para a gordura visceral apresentaram significativas alteragdes na sensibilidade a insulina
e na tolerancia a glicose (RONNEMAA et al., 1997a). Foi demonstrado com essa mesma amostra que
os niveis de leptina plasmatica estavam aumentados nos gémeos obesos independente de efeitos
genéticos (RONNEMAA et al., 1997b).

Apesar do significativo nimero de estudos que analisaram os efeitos da obesidade em fatores
de risco, independentes da genética, a utilizagdo do modelo de gémeos MZ discordantes para o
exercicio ou aptiddo cardiorrespiratoria ainda é raro. Em um destes, a anélise de 35 pares de gémeos
MZ (10 mulheres e 25 homens/40,5+6,8 anos), discordantes para préatica de exercicio fisico vigoroso
(mais ativo corria em média 63 km e 0 menos ativo, 7 km/semana) revelou que a comportamento mais
ativo pode atenuar a influéncia genética sobre o IMC (WILLIAMS et al., 2005). Em outro, 14 pares de
gémeos MZ discordantes e 10 concordantes para obesidade (# IMC de 5,2 + 1,8 kg/m?) foram
investigados (24 a 27 anos). Os obesos eram menos ativos e também menos aptos do que os néo
obesos (50,6 + 6,5 vs 54,2 + 6,4 ml-kg MM-min-'). Os resultados demonstraram que a menor aptidao
cardiorrespiratoria apresentou associagao significativa com defeitos na expressdo de genes que
codificam componentes da fosforilagdo oxidativa mitocondrial no tecido adiposo. E interessante
destacar que defeitos na fosforizagdo mitocondrial sdo considerados como caracteristicas
patofisioldgicas importantes no desenvolvimento da resisténcia a insulina (MUSTELIN et al., 2008). Em
outra pesquisa foi investigado os efeitos da atividade fisica e da aptiddo cardiorrespiratoria sobre a
captacdo de AGL no musculo esquelético, miocardio e no figado, independente da genética em 9 pares
de gémeos MZ saudaveis com média de idade de 25,9 £ 1,7 anos. Os resultados revelaram que o co-
gémeo mais apto apresentou significativamente menor captagdo de AGL hepatico (33%) do que seu
irm&o menos ativo (HANNUKAINEN et al., 2007).

Também foi demonstrado no presente estudo uma menor concentragao de glicose em jejum e
um aumento na expressdo do gene PPARg em células sanguineas de co-gémeos MZ com maior
aptidao cardiorrespiratoria (VO2max). Juntamente com as evidéncias de que o VO,max pode atenuar a
influéncia genética sobre o IMC (indicador de obesidade) (WILLIAMS et al., 2005), influenciar a
expressao de genes da fosforilagdo oxidativa mitocondrial no tecido adiposo (MUSTELIN et al., 2008) e

reduzir a captagdo de AGL hepatico (HANNUKAINEN et al., 2007), sugere-se que uma maior aptiddo
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cardiorrespiratoria seja capaz de exercer efeitos primarios e independestes de fatores genéticos, em
doengas e disturbios metabdlicos como 0 DM2. Ja havia evidéncias de que anormalidades na taxa de
utilizacédo de glicose em criangas com parentes de primeiro grau com DM2 (predispostos ao DM2) pode
ser melhorada com aumento da aptidao cardiorrespiratéria (AHN et al., 2004). No entanto, € importante
destacar e justificar algumas limitagdes para este estudo.

A primeira, diz respeito ao uso de células sanguineas ao invés de tecido adiposo ou muscular
para identificar a expressdo dos genes. E indiscutivel que a expressdo dos genes aos quais verificamos
é determinada, na grande maioria dos estudos, diretamente a partir de bidpsias nos tecidos muscular
(LING et al.,, 2004), adiposo (MAEDA et al., 2001; MALLON et al., 2008; ZAMBONI et al., 2007;
IGLESIAS et al., 2006) e pancreatico (HUSSAIN et al., 2005). Deve-se aproveitar a oportunidade para
destacar também que as amostras utilizadas nestes experimentos s&o pequenas e constituidas
fundamentalmente por individuos adultos, seja em boas condi¢cbes de saude ou mesmo enfermos. Ha
evidéncias mostrando que as células sanguineas podem se tornar um método substituto para se
averiguar a expressdo de genes associadas a diversas doencas (FINNSTROM et al., 2001). A
expressdo de mRNA no sangue fornece condi¢des de detectar infecgbes e outros tipos de doengas
uma vez que existe uma ampla variagdo de genes expressos nas células sanguineas (WHITNEY et al.,
2003; TANG et al, 2001). Recentemente foram confirmadas a presengca de mRNA circulante que
sugere a possibilidade de ampliar estudos de expressdo de genes de forma néo invasiva (TSUI et al.,
2002). O mRNA em leucdécitos sanguineos ja é utilizado como marcador clinico para se investigar o
risco ou diagndstico de cancer (NG et al., 2002; CHEN et al., 2000), para avaliar a ocorréncia de leséo
cerebral, enfermidades neuroldgicas e outras formas de doencas (TANG et al., 2003; SHARP et al.,
2006). Também, apesar da localizagdo tecidual, demonstou-se que uma variedade de genes que
desempenham papel determinante na insuficiéncia cardiaca (excitagdo e contragdo) sdo expressos
também nas células sanguineas (SEILER et al., 2004).

Considerando as dificuldades inerentes da faixa etaria a qual este estudo investigou seria
eticamente e operacionalmente dificil justificar a realizagdo de bidpsias em tecidos de criangas e
adolescentes saudaveis. Esta questdo determinou nossas agdes no sentido de optarmos em verificar a
expressdo destes genes no sangue periférico e ndo nos tecidos. Embora seja um tema importante,
poucos estudos procuraram comparar a expressdo dos genes que participam da regulagdo da
secrecdo e a sensibilidade a insulina, como 0 SUR1, KIR6.2, IL6, LEPTINA e PPARg, entre sangue
periférico (leucocitos) e os tecidos adiposo e muscular. Em uma revisdo foram reunidos estudos que
abordavam a fungéo e distribuicdo das isoformas do SUR (SHI et al, 2005). Os pesquisadores
demonstraram que o transcrito SUR-1 esta presente no musculo esquelético e cardiaco, porém é mais

abundante nos neurbnios do cérebro e nas células p do péncreas. O transcrito SUR-2A ¢é
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primariamente detectado no coragéo enquanto o transcrito SUR-2B, apesar de estar presente em todos
os tecidos, exceto no musculo esquelético, é detectado principalmente no musculo liso, cardiaco e
nervoso. No tecido adiposo, a isoforma SUR-2B foi detectada, mas a SUR-2A n&o. Por sua vez, a
isoforma SUR1 n&o foi determinada no tecido adiposo em nenhum dos estudos consultados na reviséo
(SHI et al., 2005). Em um trabalho de disserta¢do de Mestrado foi demonstrado diferenga na expresséo
do SUR1 e do PPARg, mas néo do KIRG6.2, entre os leucécitos sanguineos totais e o tecido adiposo. A
expressao do SUR1 e do PPARg foi maior no tecido adiposo do que no sangue periférico em pacientes
adultos diabéticos (MARQUES, 2008). Todavia, independente da diferenca apresentada na expressao
dos genes SUR1 e do PPARg circulantes e no tecido adiposo, a noticia da presenga destes transcritos
no sangue € no minimo animadora.

Os dados na literatura no permitem concluir que a expressdo de RNAm para os genes SUR1,
KIR6.2, PPARg, LEPTINA e IL6 nos tecidos e sangue periférico sdo distintas, uma vez que o tema
carece de maiores investigacdes. Contribuindo para melhorar os esclarecimentos a respeito da falta de
estudos neste tema, identificamos a presenga de mRNA dos genes SUR1, KIR6.2, IL6, LEPTINA e
PPARg em leucocitos sanguineos de jovens. Como observado outros estudos ja evidenciaram a
presenca da transcricdo de genes de diversos tecidos no sangue periférico. Talvez se deva pelo fato de
que muitas doengas ou disturbios refletem no sangue o que ocorre nos érgaos. Devido a facil
acessibilidade e ao menor impacto causado na colheita de sangue do que de uma bidpsia, o perfil de
expressao de genes no sangue periférico pode se tornar uma ferramenta promissora no diagndstico
molecular e na pesquisa clinica (BYE et al., 2009).

Outra limitacdo que podemos abordar se refere ao estabelecimento de discordancia a partir da
aptidao cardiorrespiratéria. Neste sentido, como a aptiddo cardiorrespiratéria apresenta efeitos
genéticos significativos (50 a 67%) (MAES et al., 1996; BOUCHARD et al., 1999) nossos resultados
precisam ser interpretados com cautela. A estimativa da influéncia genética para o VO,méx &
fundamentada em estudos de agregagao familiar e de gémeos (BOUCHARD; MALINA & PERUSSE,
1997). Entre as suposi¢des do estudo com gémeos, uma admite que um fenotipo transporta maior
efeito genético quando apresenta baixa variancia entre gémeos MZ. Em estudos classicos com gémeos
MZ, a discordancia é definida a partir de critérios bem fundamentados na literatura onde o fenétipo é
uma condig@o geralmente adquirida (VAAG et al., 1995). No entanto, mesmo em estudos no qual a
variancia permite estabelecer discordancia entre gémeos idénticos (p. ex: um dos gémeos &
diabético/obeso/hipertenso/sedentario e o outro ndo), o fator genético ou ambiental que pode ter
influenciado de maneira mais significativa essa discordancia ainda é questionado (GUO, 2001;
HAWKES, 1997). Adicionalmente, observa-se que o comportamento da aptidéo cardiorrespiratéria é

inconstante durante a vida e recebe influéncias de fatores dos mais diversos, como idade, sexo e nivel
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de atividade fisica. Importa ressaltar ainda que, além do aprimoramento promovido pela pratica de
exercicios fisicos no VOmax, o periodo correspondente a infancia e adolescéncia € marcado pelo
crescimento e desenvolvimento progressivo de componentes do sistema cardiorrespiratério que
determinam o VO2méx (pulmdes, coragdo, musculos) (ROWLAND, 2008). Neste sentido, uma possivel
discordancia (diferenga) no VO.méx nesta faixa etaria em individuos geneticamente idénticos seria
mais provavel devido a efeitos ambientais (atividade fisica e/ou exercicio fisico). Em outras palavras, 0s
determinantes que distinguem a aptidao aerébia de um gémeo MZ em relagéo a seu irmdo poderiam
ser creditados ao ambiente, pois, neste modelo, as alteracdes observadas no VO.max em fungdo do
proprio crescimento e desenvolvimento dos diversos sistemas estariam sob controle genético.
Considerando o aumento no VOméx provocado pelo crescimento, reduzir (perder) capacidade aerébia
nessa fase € menos provavel do que aumenta-la. Dessa forma, desconsiderando os erros provenientes
do avaliado, do avaliador e do equipamento de medida, é possivel que o co-gémeo do par discordante
que demonstrou maior VO.max neste estudo seja realmente mais ativo do que seu irméo
correspondente.

Por fim, em relagdo as limitagbes do estudo, é interessante abordar a respeito do corte de 10
ml.kg-".min-" adotado para estabelecer discordancia entre os gémeos MZ neste estudo. Em um estudo
longitudinal com gémeos MZ e DZ discordantes para aptidéo cardiorrespiratoria (VO2pico 26.4+4.9 vs
32.5+£5.5 mlkg'.min"") os pesquisadores utilizaram valor de corte menor e enfatizaram que as
diferengas dentro dos pares foram suficientes para identificar distirbios metabélicos (LESKINEN et al.,
2009). Em outro, os pesquisadores adotaram 9% como valor de corte para determinar discordancia
(média de 18 £ 10%) no VO.max de gémeos MZ. Os gémeos mais e menos aptos apresentaram,
respectivamente, valores de VO,méx de 50,9 £ 5,1 vs 43,4 £ 6,7 ml.kg-".min"' (HANNUKAINEN et al.,
2007). Vale destacar que a diferenga relativa entre o gémeo com maior € menor VOméax
(discordantes) no presente estudo variou de 16,9 a 42,1%, com média de 30,6 £ 9,5% (dados néo
apresentados). Outra informacdo que vale destacar é que a média absoluta dessas diferencas foi de
13,5 + 3,7 ml.kg!.min"" para os pares discordantes (Tabela 7) e de aproximadamente 7,5 ml.kg-!.min-"
para o estudo de Hannukainen et al. (2007).

Considerando, portanto, as limitagdes do estudo e os resultados encontrados, € possivel
sugerir que 0 modelo de estudo controle de casos empregado (gémeos MZ discordantes), sustenta a
hipétese de que a aptiddo cardiorrespiratoria pode modular a sensibilidade a insulina na infancia e
adolescéncia mediante efeitos na expresséo do PPARg independente de fatores genéticos. O gémeo
mais apto ainda apresentou significativamente menor concentragdo de glicose em jejum quando
comparados ao seu irmao com menor VO,max. Outros resultados corroboram com a literatura que vem

enfaticamente relatando uma forte associa¢do direta entre menor aptidao cardiorrespiratéria (todas as
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idades) com adiposidade corporal (espessura de dobras, IMC), citocinas pré-inflamatorias, expresséo
de genes, metabolismo de glicose e de lipidios (BOOTH et al., 1998).

Quanto a expressdo dos outros genes associados a resisténcia a insulina (LEPTINA e IL6) o
numero de participantes certamente comprometeu a analise destes dados. No entanto, em relagéo aos
genes relacionados a secregao de insulina (SUR1, KIR6.2) € importante ressaltar que os resultados
encontrados sdo compativeis com o bom funcionamento das células beta. Em outras palavras, a
expressdo aumentada de SUR1 e KIRG6.2, representaria um acréscimo do nimero de canais, e isso
resultaria em uma possibilidade maior na liberagao de insulina. Esta condigdo poderia descrever um
estado de resisténcia a insulina, pois 0 pancreas na tentativa de reverter uma provavel resisténcia a
insulina iria liberar mais horménio; isso indiretamente poderia estar relacionado a maior expressdo dos

canais.



72

7. CONCLUSAO

Nés concluimos que quando os fatores genéticos sao controlados, criangas e adolescentes
com baixa aptiddo cardiorrespiratéria sdo suscetiveis a apresentar maior concentragéo de glicose em
jejum e menor expressdo do mRNA do gene PPARg. Contudo, independente do controle genético, as
meninas apresentaram significativamente maior adiposidade corporal, indice HOMA (Rl e ),
concentragdo sanguinea de leptina, insulina em jejum e pés-carga (2 h) do que os meninos, que por
sua vez, demonstraram maior VO,max. Analisando a amostra total, observamos correlagdo negativa
entre 0 VO,méx com indicadores de obesidade (IMC, CC e adiposidade), indice HOMA (Rl e B) e
concentragdo sanguinea de leptina, insulina em jejum e pds-carga (2 h) e, correlagado positiva com a
expressdo do mRNA do gene PPARg. Considerando que variagdes indesejadas nas concentragdes
sanguineas de leptina e insulina, indicadores de obesidade, indices HOMA e menor expressdo do
mRNA do gene PPARg sé&o fatores de risco bem estabelecidos para resisténcia a insulina e diabetes
tipo 2 este estudo evidencia que um aumento na aptidao cardiorrespiratéria pode exercer efeitos
determinantes no metabolismo de glicose de criangas e adolescentes. Porém, a importancia da aptidao
cardiorrespiratoria observada nesta amostra ndo se restringe apenas a associagdes e relagdes com
fatores de risco metabdlicos, implica também em provocar mudangas moleculares e bioquimicas

(gendtipo e fenotipo) independentes de efeitos genéticos.
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