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ANALISE DE METILACAO DO GENE PRKAA2 (AMPKa;) EM GEMEOS
MONOZIGOTICOS DISCORDANTES PARA APTIDAO CARDIORRESPIRATORIA

RESUMO

A aptiddo cardiorrespiratoria (VO,max) baixa tem sido associada a distdrbios moleculares
e bioquimicos que influenciam o metabolismo da glicose e perfil lipidico. Entretanto, ndo esta
claro se esta associacdo é confundida por fatores genéticos. O modelo de caso controle (gémeos
monozigdticos (MZ) discordantes) utilizado neste estudo, de carater transversal, avaliou 09 pares
de gémeos MZ com idade de 13,9+2,2 anos, os quais demonstraram diferenca intrapar para o
VO,max de 16,9% a 41,6% (10,4 a 22,5 ml.kg .min). Apés verificada a diferenca na aptiddo
cardiorrespiratoria entre os irmdos, aquele com maior valor de VO,max integrou 0 grupo
GEMEO-1, e consequentemente 0 seu co-irméo, fez parte do grupo GEMEO-2. O objetivo foi
investigar o impacto da discordancia no VO,méax na metilagio de DNA do gene PRKAA2
(AMPKay) e sua relacdo com o metabolismo da glicose e perfil lipidico independente da
influéncia do genoma. Foram obtidas as medidas antropométricas de massa corporal, estatura e
circunferéncia da cintura. Um teste de esforco maximo em esteira rolante com anélise direta dos
gases foi utilizado para a determinagdo do VO,méax e 0 sangue em jejum e pds-carga de glicose
(TOTG) foi coletado para a realizacdo de exames laboratoriais, e calculo do indice HOMA-IR e
HOMA-B, perfil lipidico, além da extracdo do DNA gendmico para analise de metilacéo.
Resultados ndo revelaram diferencas entre o grupo de gémeos com maior (GEMEO-1) e menor
(GEMEO-2) VO,méx nas variaveis antropométricas, indice HOMA-IR e HOMA-B, perfil lipidico
e perfil de metilacdo do gene PRKAAZ2. Contudo, foi observada uma menor concentragdo
sanguinea de glicose em jejum no GEMEO-1 em comparagio ao GEMEO-2. Ainda, foi possivel
observar que no grupo GEMEO-1, existiu uma relacdo negativa entre metilacio do gene PRKAA2
e HDL-C, enquanto que no grupo GEMEO-2 a relagéo foi positiva entre metilagdo e CT e LDL-C.
Quando fatores genéticos sdo controlados, criancas e adolescentes com menor VO,max sdo
suscetiveis a apresentar maior concentracdo de glicose em jejum. A metilacdo do gene PRKAA2
parece estar relacionada positivamente com CT e LDL-C. N&o obstante, este estudo evidencia que
um aumento no VO,max pode exercer efeitos determinantes no metabolismo de glicose de

criangas e adolescentes.

Palavras-chave: Metilagdo; Gémeos; Caso-controle; VO,max; Metabolismo; AMPK; PRKAA2.
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GENE METHYLATION ANALYSIS PRKAA2 (AMPKa2) IN MONOZYGOTIC TWINS
DISCORDANT FOR CARDIORESPIRATORY FITNESS

ABSTRACT

The low cardiorespiratory fitness (VO,méax) has been associated with molecular and
biochemical disturbances that influence the glucose metabolism and lipid profile. However, it is
unclear whether this association is confounded by genetic factors. The case-control model
(monozygotic twins (MZ) discordant) used in this study, cross-sectional, evaluated 09 pairs of MZ
twins aged 13,9+2,2 years, which showed intra-pair difference for the VO2max of 16,9% to
41,6% (from 10,4 to 22,5 ml.kg™.min™"). Once verified the difference in cardiorespiratory fitness
between the brothers, that with the highest VO2max integrated the group TWIN-1, and
consequently its co-twin, was part of the group TWIN-2. The objective was to investigate the
impact of disagreement in the VO2max in the PRKAA2 (AMPKa2) gene methylation its
relationship to with the glucose metabolismo and lipid profile, independent of genomic effects.
We obtained anthropometric measurements of weight, height, waist circumference, and skinfold
thickness. A maximal exercise test on a treadmill with direct analysis of gases was used for
determination of VO,max and blood fasting and post-glucose load (OGTT) was collected for
laboratory tests, and estimation of HOMA-IR and HOMA-B, lipid profile, besides the extraction
of genomic DNA for methylation analysis. The results revealed no differences between the twins
with higher (TWIN 1) and lower (TWIN 2) VO,mé&x in anthropometric variables, HOMA-IR and
HOMA-B, lipid profile, and gene methylation PRKAA2. However, we observed a low fasting
blood glucose concentration in TWIN-1 compared to TWIN-2. Still, it was observed that the
group TWIN-1, there was a negative relationship between methylation and gene PRKAA2 HDL-
C, whereas in the group TWIN-2 was positive relationship between methylation and total
cholesterol and LDL-C. In conclusion, when genetic factors are controlled, children and
adolescents with low VO,méx are likely to have higher fasting glucose concentration.
Methylation of PRKAA2 gene appears to be positively related to TC and LDL-C. This study is
evidence that an increase in VO2max can have determining effects on glucose metabolism in

children and adolescents.

Keywords: Methylation; Twins; Case-control; VO,méax; Metabolism; AMPK; PRKAA2.
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1. INTRODUCAO

A prética regular de atividades fisicas e uma maior aptiddo cardiorrespiratéria
(VO,max) sdo considerados fatores comportamentais/ambientais determinantes na
manutencdo da satde. Nesse sentido, tem-se postulado que a maioria das doencas associadas a
pratica insuficiente de atividades fisicas que se manifesta na vida adulta, tem inicio na
infancia e adolescéncia (PARSONS et al., 1999). Além disso, a preocupacgdo também abrange
o fato de uma crianga, com um determinado fator de risco, possa ndo apenas se tornar um
adulto doente, mas sim que as complicacdes dos fatores de risco possam provocar 0
acometimento de doencas ainda na infancia.

A maior aptiddo cardiorrespiratoria por sua vez, tem sido descrita como um fator
fundamental para a longevidade, menor contetdo de gordura corporal, melhor perfil lipidico e
metabolismo de glicose, entre outras enormes vantagens (LAAKSONEN et al., 2002). Porém,
a adolescéncia € um periodo que ocorrem muitas mudancas estruturais, hormonais e
bioquimicas dos sistemas fisiologicos (KELLY et al., 2011), que por sua vez interferem no
VO,max (TOURINHO; TOURINHO, 1998).

Nesse sentido, é necessario considerar que uma maior aptiddo cardiorrespiratéria ou
alteracdes metabolicas podem estar mais relacionadas ao background genético do individuo
do que com o seu envolvimento em atividades fisicas. Em adi¢do, o exercicio fisico é capaz
de levar a alteragdes na expressdo de genes postulados como importantes para o perfil lipidico
e a regulacdo da homeostase da glicose, e o exercicio fisico pode aumentar a sensibilidade a
insulina por meio de mecanismos largamente dependentes de uma modificacdo na atividade
gendmica.

As pesquisas envolvendo a andlise da interagdo ou efeitos do exercicio fisico com
aspectos genéticos tém aumentado consideravelmente nos Gltimos anos. Contudo, o
conhecimento a respeito do impacto/efeito do exercicio fisico sobre 0 genoma, as limitaces
ou realce do background genético no desempenho fisico, ainda sao preliminares.

Desse modo, o uso das ferramentas da biologia molecular para investigar os efeitos da
atividade fisica, do desempenho fisico e da aptiddo cardiorrespiratoria em outros fendtipos
(caracteristicas) é cada vez mais frequente. Informacdes apontam para o papel da aptiddo
cardiorrespiratdria e da atividade fisica na expressao de genes em tecidos alvo, como musculo
esquelético, musculo liso e tecido adiposo, que esta associada a uma melhora na sensibilidade
a insulina, no metabolismo de gorduras e de carboidratos (TERANGARCIA et al., 2005).
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Como todo fendtipo recebe influéncias tanto de fatores genéticos quanto ambientais, a
falta de controle de um desses implica em se questionar se o resultado encontrado (efeito) é
produto dos antecedentes genéticos ou das condi¢des do ambiente. O Gnico modelo de estudo
com humanos que permite controlar um desses fatores, nesse caso o fator genético, € o estudo
com @gémeos monozigo6ticos (MZ), denominado de caso controle. Em tese, como
compartilham 100% de seus genes, toda a diferenca (discordancia) fenotipica entre gémeos
MZ é provocada por fatores ambientais (MUSTELIN et al., 2008).

Nesse sentido, investigou-se o efeito da discordancia para atividade fisica entre
gémeos MZ na composicao corporal (SAMARAS et al., 1998), producdo de glicose hepatica
e secre¢do e agdo da insulina (VAAG et al., 1995; OPPERT et al., 1995) independente do
genoma. Mais recentemente, investigou-se o papel da aptidao cardiorrespiratoria na expressao
de genes em gémeos (MZ) discordantes para consumo maximo de oxigénio (VO,max). O
estudo revelou que, apesar da similaridade genética, 0 membro do par com maior VO,méax
apresentou significativamente maior transcricio do mRNA de genes relacionados ao
metabolismo da glicose do que seu contrapar menos apto (QUEIROGA, 2010). Outro estudo
realizado com gémeos MZ demonstrou que a obesidade e a baixa aptiddo cardiorrespiratéria
provocam falhas na expressdo de genes responsaveis pelo funcionamento das vias oxidativas
mitocondriais do tecido adiposo (MUSTELIN et al., 2008). Portanto, a aptidao
cardiorrespiratoria, enquanto fendtipo mostra-se como um importante fator ambiental capaz
de provocar alteracGes de natureza molecular.

Embora venha se acumulando informac6es na literatura sobre o efeito de fatores
ambientais, como atividade fisica e a aptiddo cardiorrespiratéria, ainda sdo raros os estudos
que investigam quanto dessas alteracOes estdo envolvidas diretamente com modificacdes no
DNA (epigenética). A epigenética é definida como as alteracdes na expressdo de genes que
ocorrem sem mudancas na sequéncia de DNA (WOLFFE; GUSCHIN, 2000; EGGER et al.,
2004) e pode ser transmitido através de mitose ou da meiose (FLEISCH, et al., 2012). Ainda,
muitas das alteracOes epigenéticas sdo eventos precoces na perda da homeostase celular,
podendo preceder alteragdes genéticas (ESTELLER, 2007).

Considerando que héa evidéncias sugerindo que a pratica de atividade fisica e uma
maior aptiddo cardiorrespiratoria influenciam a expressédo de genes independente de efeitos
genéticos (BOOTH; NEUFER, 2005; GREENFIELD et al., 2003; SAMARAS et al., 1999;
RONNEMAA et al., 1997; QUEIROGA, 2010), ndo ha conhecimento de estudos sobre
efeitos ambientais (aptiddo cardiorrespiratéria) e genéticos na metilacio do DNA. Desta

forma, pretendemos verificar se uma melhor aptidao cardiorrespiratoria é capaz de provocar
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mudancas nas concentra¢Ges bioquimicas de glicose, insulina, perfil lipidico e na metilagdo de
DNA do gene PRKAAZ2, independente da sequéncia gendmica.

Para tanto, utilizamos o modelo de gémeos MZ com a finalidade de determinar se o
co-gémeo com menor aptiddo cardiorrespiratoria apresenta diferencas nas variaveis

investigadas em relacdo ao co-gémeo com maior aptiddo cardiorrespiratoria.
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2. OBJETIVOS
2.1 Geral

Investigar o impacto da aptiddo cardiorrespiratéria na metilacdo do gene PRKAA2 de
gémeos monozigoticos.
2.1.1 Especificos

« Comparar as caracteristicas fisicas de gémeos MZ discordantes para a aptiddo

cardiorrespiratoria.

« Verificar a correlacdo entre aptiddo cardiorrespiratéria e metabolismo da glicose e
lipidios;
« Verificar a correlacdo entre aptiddo cardiorrespiratéria e metilacdo do gene

PRKAAZ2, relacionado ao metabolismo da glicose;

« Verificar a correlacdo entre aptiddo cardiorrespiratéria e metilacdo do gene

PRKAAZ2, relacionado ao perfil lipidico;
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Aptidao cardiorrespiratoria em criancas e adolescentes

A aptid&o ou resisténcia cardiorrespiratoria € entendida como a capacidade de realizar
exercicios fisicos dinamicos de intensidade moderada a alta, envolvendo a participacdo de
grandes grupos musculares por periodo de tempo prolongado (ACSM, 2000), enquanto o
consumo maximo de oxigénio (VO,max) é a mais alta captacdo de oxigénio que um individuo
pode alcancar durante um trabalho fisico respirando ar ao nivel do mar (ASTRAND;
RODAHL, 1987).

A capacidade aero6bia mensurada por meio do VO,max, é o melhor indicador da
condigéo cardiovascular, sendo um importante parametro preditivo de morbidades associadas
(ASTRAND et al., 2006), e é dependente de componentes cardiovasculares, respiratorios,
hematoldgicos e de mecanismos oxidativos do muasculo em exercicio (RODRIGUES et al.,
2006).

No que diz respeito a aptidao cardiorrespiratoria em criancas e adolescentes, é
importante salientar que este periodo € marcado pelo aumento progressivo do sistema
cardiorrespiratério, com consequente aprimoramento do desempenho de resisténcia. Sendo
assim, a aptidao aerobia maxima aumenta conforme a crianca cresce (ROWLAND, 2008).

Contudo, durante a adolescéncia — considerando a transicdo para a idade adulta -
ocorrem muitas mudancas estruturais, hormonais e bioquimicas dos sistemas fisiol6gicos, que
por sua vez interferem no VO,max (TOURINHO; TOURINHO, 1998). Em funcdo dessas
alteracdes fisioldgicas e funcionais naturais € possivel assumir que na infancia uma reducéo
no VO,méax seria improvavel, mesmo com pouca atividade fisica (QUEIROGA, 2010).

Em relacdo ao desenvolvimento da aptiddo cardiorrespiratdria, ocorre um aumento do
VO,méax em termos absolutos (L/min) ao longo da idade, com maior aceleragdo em meninos
do que em meninas. Esse aumento estd intimamente relacionado com o aumento da massa
muscular, de forma que, ao considerar o VO,méax corrigido por indicadores de massa
muscular ndo sera observado aumento com a idade em criancas e adolescentes do sexo
masculino (VO,max/kg peso corporal permanece constante), enquanto ocorre um declinio
progressivo em meninas (VO,max/kg peso corporal reduz com a idade).

Nesse sentido, enquanto a massa muscular média, como percentual da massa corporal
nos meninos, aumenta de 42% aos 5 anos para 53% aos 17 anos, nas meninas, nenhuma
mudanca consideravel é observada (41 e 42%, respectivamente) ao longo do mesmo periodo
(ROWLAND, 2008).
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Todavia, é necessario ponderar que os altos valores de VO,méax em alguns individuos
podem estar mais relacionados ao seu background genético, e ndo necessariamente ao seu
envolvimento com atividades fisicas. Nao obstante, é importante considerar o0 VO,max sob o
ponto de vista da interacdo entre fatores genéticos e ambientais, ou seja, genotipo e estilo de
vida (mais ou menos ativo).

O nivel de aptiddo cardiorrespiratéria € classificado de acordo com pontos de corte
especificos para idade e sexo. Os padrbes de referéncia usados para classificar a aptidao
cardiorrespiratoria de criancas e adolescentes de 12 a 19 anos sdo baseados em critérios do
FITNESSGRAM program (CURETON; WARREN, 1990).

E importante ressaltar que a aptiddo cardiovascular baixa é definida com um VO,max
menor do que o 20° percentil e aptiddo moderada com valores entre 0 20° e 59° percentil,
sendo considerado niveis altos (elevados) com valores iguais ou superiores ao 60° percentil
(NCHS, 2004) (Quadro 1 e 2).

Quadro 1 - Classificacdo quanto ao nivel de aptiddo cardiorrespiratéria em criancas e adolescentes do
sexo feminino

Idade Aptid&o Cardiorrespiratéria - VO, max (ml/kg/min)
Q BAIXA MODERADA ALTA
12 <37 37 a 45,99 > 46
13 <36 36 a 44,99 >45
14 <35 35a43,99 > 44

15a19 <35 35a42,99 >43

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

Quadro 2 - Classificagdo quanto ao nivel de aptiddo cardiorrespiratoria em criancas e adolescentes do
sexo masculino

IDADE Aptid&o Cardiorrespiratéria - VO, méx (ml/kg/min)
48 Baixa Moderada Alta
12a19 <42 42 a51,99 > 52

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

Considerando a influéncia da variacdo genética nos valores de VO,max, sob o ponto
de vista de interacbes metabdlicas, torna-se também importante considerar a influéncia
genética no nivel habitual de atividades fisicas do individuo. O estudo de Bouchard et al.
(1997) mostrou que fatores genéticos podem ser responsaveis por até 30% das diferencas
individuais no nivel de atividade fisica habitual.

A contribuicdo de fatores hereditarios para varios componentes relacionados com a
salde varia entre 20 e 50% (BOUCHARD et al., 1997; BOUCHARD; RANKINEN, 2001).
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Nesse sentido, tem-se admitido que h& grandes diferengas individuais na magnitude dos
efeitos da atividade fisica regular sobre os componentes relacionados a aptiddo fisica e a
salde, e que estas diferencas sdo fortemente influenciadas por fatores genéticos.

Independente da significativa influéncia que os fatores genéticos exercem sobre a
variacdo da aptiddo cardiorrespiratdria (VO,mé&x) hd um consenso de que este € 0 componente
da aptiddo fisica relacionada & saude mais importante. Evidéncias indicam que individuos
com maior aptidao cardiorrespiratéria possuem maior longevidade, mais disposi¢cdo, menor
conteudo de gordura corporal, melhor perfil lipidico e metabolismo de glicose, entre outras
enormes vantagens (LAAKSONEN et al., 2002).

Corroborando, Lakka e Bouchard (2004) afirmam que a atividade fisica regular
aumenta a sensibilidade das células a insulina, melhora o perfil de lipidios e lipoproteinas no
sangue, reduz a pressao arterial e a adiposidade corporal, afeta favoravelmente fatores
hemostaticos, melhora a funcdo endotelial e pode reduzir a resposta inflamatéria, diminui o
risco de desenvolver doenga cardiaca e, possivelmente, acidente vascular cerebral isquémico e
doenca vascular periférica, alguns tipos de cancer, diminui também o risco de desenvolver
osteoporose, sindrome metabolica e diabetes tipo 2, além de melhorar o controle metabdlico
de individuos com diabetes tipo 1 ou 2. Além disso, a atividade fisica ajuda manter a
capacidade funcional e a vida independente na terceira idade. Também reduz sentimentos de
depressdo e ansiedade e promove o0 bem-estar psicolégico e geral.

Enfim, a atividade fisica regular ¢ um elemento chave de um estilo de vida saudavel e
o0 exercicio fisico regular melhora inimeros componentes relacionados a saude, reduzindo o

risco do acometimento de vérias doencas.

3.2 Exercicio Fisico e Genética

As pesquisas envolvendo a analise da interacdo ou efeitos do exercicio fisico com
aspectos genéticos tém aumentado consideravelmente nos ualtimos anos. Contudo, o
conhecimento a respeito do impacto/efeito do exercicio fisico sobre 0 genoma, as limitacGes
ou realce do background genético no desempenho fisico, ainda sao preliminares.

Tem sido argumentado que o genoma humano evoluiu ao longo de um periodo quando
altos niveis de atividade fisica eram fundamentais para a sobrevida, 0 que sustenta a viséo de
que existe uma ligacdo entre o exercicio e a regulacdo da expressdo génica (BOOTH et al.,
2002).

Estudos envolvendo o exercicio fisico e genética tem sido desenvolvidos sob a

abordagem de um gene candidato, ou seja, um gene de importante potencial fisioldgico e
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relevancia metabolica para a caracteristica investigada. Considerando as evidéncias a partir de
estudos de epidemiologia genética, sugerindo a existéncia de que componentes genéticos
afetam os fenotipos relacionados ao exercicio, pesquisas tém sido desenvolvidas baseadas na
comparacdo de alelos e genotipos de marcadores genéticos entre grupos de individuos
(MOOREN; VOLKER, 2012), por exemplo, grupo com elevado VO,max e um grupo
controle.

Os efeitos benéficos do exercicio fisico orientado s&o muitos, e em diversos fatores de
risco para doencas cronicas. Entretanto, existem diferencas individuais na adaptacdo e
resposta ao exercicio. Ndo obstante, essa variabilidade individual € um fendmeno biol6gico
normal, o qual pode refletir a diversidade genética (BOUCHARD; RANKINEN, 2001).

Um exemplo do papel da variacdo genética na determinacdo da eficicia de atividade
fisica regular, € que o mesmo programa de exercicios e treinamento aplicado em homens
jovens e saudaveis resultou em nenhuma mudanca no VO,méax entre alguns individuos,
enquanto que em outros, 0 aumento no VO,méax foi de até um litro por minuto (BOUCHARD
et al., 1999). Ainda, Bouchard et al. (1992) verificaram que em pares de gémeos, a resposta
de VO,max a programas de treinamento padronizados mostrou de seis a nove vezes mais
variancia inter-genétipos (dizigéticos) do que intra-genétipos (monozigéticos).

Em relacdo as pesquisas envolvendo genética e exercicio fisico, mais especificamente
0 VO,méx, é importante considerar que a capacidade méaxima de consumo de oxigénio é
influenciada por outros fendtipos, como por exemplo, débito cardiaco, transporte de oxigénio
e/ou capacidade oxidativa dos musculos. Talvez a influéncia de outros fenotipos e ndo apenas
de um gene candidato seja uma das causas de até 0 momento os estudos ndo terem encontrado
um gene principal pelo consumo de oxigénio. Para Mooren e Volker (2012), a adaptacao
aguda ou cronica ao exercicio é dependente do nivel de expressdo de genes especificos, e acdo
integrada de multiplos genes. Em uma anélise genémica ampla para o consumo méaximo de
oxigénio, Bouchard et al. (2000) ndo encontraram nada além de sinais sugestivos para o
VO,max em condigdo de sedentarismo em resposta ao treinamento, considerando loci de
caracteristicas quantitativas.

Por outro lado, dentro do campo de compreensdo acerca das interacOes entre
exercicios fisicos e componentes genéticos, € importante compreender 0S mecanismos
moleculares que contribuem para o desempenho fisico, também é de fundamental importancia
compreender as condic¢Bes que prejudicam ou causam intolerancia ao exercicio fisico, e que

certamente tem ligacdo com caracteristicas genotipicas.
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Em adicdo, o exercicio fisico é capaz de levar a alteragbes na expressao de genes
postulados como importantes para a regulacdo da homeostase, e pode, por exemplo, aumentar
a sensibilidade a insulina por meio de mecanismos largamente dependentes de uma
modificacdo coordenada na expressdo génica (VAAG et al., 1995; OPPERT et al., 1995;
TERANGARCIA et al., 2005; MUSTELIN et al., 2008). Nesse sentido, a compreensédo dos
efeitos do exercicio fisico sobre a homeostase € de fundamental importancia ndo somente para
o0 entendimento dos efeitos e vias metabdlicas associadas ao exercicio fisico, como também na
utilizacdo deste como ferramenta preventiva e até mesmo profilatica, considerando desordens

metabdlicas, como por exemplo, o diabetes melito.

3.3 AMPK e Homeostase Metabdélica

A proteina quinase ativada por AMP (AMPK), é uma proteina heterotrimérica,
composta de uma subunidade catalitica (o) e duas subunidades nao cataliticas (B e y), sendo
duas isoformas da subunidade o e B e trés isoformas de subunidades y (WINDER, 2001). A
atividade desta proteina pode aumentar em resposta a uma elevacdo na razdo AMP/ATP e
uma diminuicdo na taxa de PCr/Cr e em resposta a fosforilacdo das quinases AMPK
(RUDERMAN et al., 1999). Ainda, a AMPK ¢ considerada um sensor do status de energia
celular, uma espécie de “interruptor metabolico” (KAHN et al., 2005; CANTO et al., 2009)

Figura 1.
Captacao de
Glicose
- Sintese de
' Glicolise Proteinas ‘
‘Oxidacao de AM PK Sintese de
Acidos Graxos Glicogénio ‘
Bingénese Si“tese Ile
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Acidos Graxos
Figura 1 — Vias de sinaliza¢do da AMPK (Adaptado de Hardie, 2007)

Nota: O aumento na atividade da AMPK estimula a captacdo de glicose, a glicolise, aumento na oxidagdo de
acidos graxos e biogénese mitocondrial. Por outro lado, inibe a sintese de acidos graxos, colesterol, glicogénio e
também a sintese de proteinas.
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A atividade tanto de AMPKa; como de AMPKo, aumentam em resposta ao exercicio
(CHEN et al., 2000), ¢ a atividade da AMPKa; permanece em niveis de repouso apds
atividade continua, prolongada de baixa intensidade (WOJTASZEWKI et al., 2000) enquanto
a atividade da AMPK a, ¢ aumentada durante o exercicio de intensidade moderada, com
aumento na oxidacao de acidos graxos (STEPHENS et al., 2002).

A AMPK é um candidato que pode mediar parte do efeito do exercicio no
metabolismo da glicose e lipidico. Para Hardie (2011), a ativacdo prolongada de AMPK causa
adaptacdes cronicas com o exercicio de endurance, como aumento na expressdo de GLUT-4 e
biogénese mitocondrial.

A AMPK foi identificada como uma das proteinas chave na sinalizacdo da via
mediada pela contracdo muscular para o transporte da glicose, tendo um aumento de sua
atividade em resposta ao exercicio fisico, e tem-se correlacionado este fato com o aumento na
translocacdo de GLUT-4 e transporte de glicose no musculo esquelético (BERGERON et al.,
2001; HAYASHI et al., 1999; MERRILL et al., 1997). A figura 2 mostra um exemplo

simplificado desse mecanismo.

GLICOSE

‘ EXERCICIO FiSICO

—M .
) AMPK

\ AKT PCK

Pl 3-quinase

IRS \
% — #
’ Receptor Insulina
INSULINA

Figura 2 - Interacdo da AMPK e GLUT-4 (Adaptado de Mooren & Volker, 2012)

Nota: Descrigcdo esquematica da sinalizacdo celular no musculo esquelético em resposta a insulina ou exercicio
fisico. O transporte de glicose mediado por insulina acontece via receptor de insulina, seguido de ativacdo de
uma cascata de quinases. Os efeitos do exercicio fisico na captacdo de glicose sdo independentes de insulina e
parcialmente mediados pela via da AMPK. Ambas as vias liberam transportares de glicose (GLUT 4) de
vesiculas para a membrana celular, e a glicose € entéo captada.

Para o musculo esquelético o transporte de glicose ocorre por meio de um mecanismo

de transporte passivo que ndo requer ATP, é saturavel, e este processo é mediado por
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proteinas transportadoras de glicose (GLUT — do inglés: glucose transporter), sendo que duas
isoformas atuam em nivel muscular, 0o GLUT1 e GLUT4 (DOUEN et al., 1990).

A ligacdo da insulina ao seu receptor especifico nas células induz a translocacdo do
GLUT-4 para a membrana plasmatica, envolvendo um aumento da exocitose de vesiculas
contendo este transportador e consequentemente um aumento na absor¢do de glicose nos
tecidos alvos. Quando o estimulo da insulina é finalizado, o0 GLUT-4 é rapidamente
internalizado por endocitose, e redirecionado a compartimentos intracelulares de
armazenamento (KANZAKI, 2006; WATSON; PESSIN, 2001).

De acordo com Lund et al. (1995), considerando o aumento na captacdo de glicose
ap0Os uma sessdo de exercicios, a captacdo de glicose mediada pelo exercicio ocorre por meio
de uma translocacdo de GLUT-4 para a membrana da célula, pouco conhecida e independente
de insulina. Para Holloszy (2003) o exercicio € um estimulo potente para a captacdo de
glicose pelo musculo esquelético, sendo que, tanto o transporte de glicose estimulado por
insulina como por exercicio sdo mediados pela translocacdo dos transportadores de glicose
dos sitios de estocagem intracelular para a superficie da membrana (RICHTER et al., 2001;
HOLLOSZY, 2003).

A AMPK também estd relacionada ao metabolismo lipidico, com ativacdo via
exercicio fisico, com aumento na oxidacdo de &cidos graxos (ASCHENBACH et al., 2004;
STEPHENS et al., 2002). Os estoques de glicose representam uma fonte finita de ATP,
particularmente em estados de exercicio ou jejum, enquanto os estoques de gordura enddgena
sdo recrutados para a producdo de energia, por meio da oxidacdo lipidica, sendo uma fonte
trés vezes maior de ATP quando comparada aos carboidratos (OSLER; ZIERATH, 2008). A

figura 3 mostra um exemplo simplificado desse mecanismo.

Sintese HMG-CoA <
‘ Colesterol Redutase ‘
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Figura 3 — Regulagé@o do metabolismo lipidico via AMPK (Adaptado de Viollet et al., 2006)

.....

redutase. Da mesma forma, a inibicdo de malonil-CoA com o aumento da atividade da AMPK aumenta a
oxidacao de &cidos.
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Portanto, a AMPK responde ao esgotamento dos estoques de energia, PCr/Cr e ATP,
provocando a oxidacdo lipidica, onde o musculo pode adquirir uma persistente e
potencialmente fonte de energia (WINDER; HARDIE, 1996; LONG et al., 2005).

De acordo com Winder et al. (1997), a AMPK inativa a enzima que catalisa a
conversdo de acetil-CoA para malonil-CoA, reduzindo entdo a sintese de malonil-CoA.
Possivelmente por ativagdo da malonil-CoA descarboxilase, a enzima que catalisa a
descarboxilacdo de malonil-CoA em acetil-CoA (PARK et al., 2002; SAHA et al., 2000).
Consequentemente, a oxidacdo de acidos graxos no mdusculo esquelético e figado séo
aumentados. Isto acontece em fungéo da malonil-CoA inibir a carnitina palmitoiltransferase-1
(CPT-1), uma enzima limitante na absor¢do de acidos graxos para a mitocondria e posterior -
oxidacdo e producdo de ATP via ciclo de krebs (McGARRY; BROWN, 1997).

No entanto, a malonil-CoA néo é exclusivamente a responsavel pela regulacdo de toda
a oxidacg&o lipidica que ocorre e outros fatores podem também ter influéncia na oxidacéo de
acidos graxos, como por exemplo, concentracdo de &cidos graxos (LONG; ZIERATH, 2006),
disponibilidade de carnitina (KIENS, 2006), e disponibilidade de CoA na matriz mitocondrial
(RUBINIK; WINDER, 2005). Nesse sentido, alguns autores (KAHN et al., 2005; HARDIE,
2007; SPENCER-JONES et al., 2006) tem investigado e relacionado a atividade e relagdo da
AMPK com perfil lipidico, mostrando que além de promover a oxidagdo de acidos graxos, a
sintese de colesterol também parece ser inibida.

Portanto, os transportadores de glicose e a cascata de sinalizacdo insulinica,
intermediarios da via de oxidacdo de acidos graxos e atividade da AMPK, podem ser o passo
inicial da sinalizagdo conectando as respostas metabdlicas do exercicio fisico a homeostase da
glicose e perfil lipidico.

Contudo, grande parte das pesquisas que trabalham na tentativa de melhorar o
entendimento destas vias utilizam animais, seres humanos em idade adulta, ou entdo atletas, e,
certamente mais desafiador ainda é o entendimento dessas vias sob a influéncia do exercicio
fisico ou aptiddo cardiorrespiratoria em criangas e adolescentes, devido as particularidades
metabolicas nesta faixa etaria, postulada muitas vezes como sendo influenciada pelo estagio
maturacional.

Atualmente o entendimento da cascata de sinalizac@o celular gerada pelos receptores
associados a enzimas tirosina quinase, como por exemplo, o receptor de insulina, tem
despertado grande interesse cientifico, devido ao importante papel que estes receptores
desempenham na embriogénese, sobrevivéncia, diferenciacdo e proliferacdo celular, apoptose

e metabolismo da glicose (BERTI, 2010). Por sua vez, disfuncdes na sinalizacdo destes
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receptores levam ao desenvolvimento de doencas severas em humanos, como cancer,
sindromes inflamatorias cronicas e diabetes (GRAY et al., 2003; HUNTER, 2000;
KHOLODENKO, 2006; SCHLESSINGER, 2000). Sendo que o diabetes estd associado a um
aumento na adiposidade, resisténcia a insulina (BOYKE et al., 2000), e a incapacidade
subsequente das células [ pancredticas compensarem adequadamente esta resisténcia a
insulina (KHAN, 2001).

Em criancas, esse processo é susceptivel de ser semelhante, mas pode ser exacerbado,
pelo rapido aumento na adiposidade durante o periodo da adolescéncia e resisténcia a insulina
transitoria que aparece durante a puberdade (CAPRIO et al., 1996; GORAN; GOWER, 2001)
e no aumento dos horménios sexuais, em relacdo ao seu periodo pré-plbere e pds-pubere
(AMIEL et al., 1986).

A transicdo da puberdade € um tempo durante o qual mudancas rapidas e dinamicas
ocorrem em varios sistemas metabolicos, hormonais, incluindo mudancas na gordura corporal
e na sua distribuigdo, assim como a aumentada resisténcia a insulina (KELLY et al., 2011). A
sensibilidade a insulina parece ser maior antes do inicio da puberdade e atinge o seu ponto
mais baixo no meio do caminho até a maturacdo, aproximando-se 0s niveis proximos da pré-
puberdade no final de maturagdo (GORAN; GOWER, 2001; CAPRIO et al., 1989). Em
criangas caucasianas, a secrecdo de insulina é aumentada para compensar esta diminuicéo
transitoria da sensibilidade a insulina durante a adolescéncia (CAPRIO et al., 1989).

A adiposidade e os riscos associados de diabetes também tém sido relacionado aos
horménios sexuais que poderiam explicar as diferencas sexuais no metabolismo de doencas
(KELLY et al., 2011), associacdo esta particularmente importante quando criancas e
adolescentes sdo avaliados.

Em uma andlise de corte transversal, considerando os efeitos da puberdade em
criancas latinas com excesso de peso, ndo foi verificado diferencas na sensibilidade a insulina,
ou fungdo de células B em diferentes fases de maturacao (BALL et al., 2005). Curiosamente,
individuos com maturagdo mais precoce mostraram um aumento compensatorio na resposta
de insulina aguda (ou seja, uma compensacdo adequada pelas células B), enquanto sujeitos
nos Ultimos estagios de maturacdo apresentaram uma reduzida compensagdo (KELLY et al.,
2011).

Nesse sentido, é necessario ponderar que diferencas no metabolismo da glicose e perfil
lipidico em criancas e adolescentes podem estar relacionadas ndo apenas com o background
genético, ou estagio maturacional, mas também relacionados as diferencas na composi¢édo

corporal, principalmente devido aos habitos diarios. Portanto, € importante considerar também
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o0 estilo de vida (mais ou menos ativo) dos individuos analisados, uma vez que tem sido
postulado beneficios na regulagem do metabolismo da glicose mediado pela préatica regular de
atividades e exercicios fisicos (HUOT et al., 2011; HENDERSON et al., 2012).

Né&o obstante, tem sido observado um numero crescente de doencas genéticas, que por
sua vez afetam o metabolismo da saciedade ou energético, como por exemplo, a sindrome de
resisténcia a insulina associada a obesidade, dislipidemia, aterosclerose, hipertenséo, e
diabetes mellitus tipo 2, sendo que estas tem impacto direto na qualidade de vida e
consequentemente na longevidade. Logo, o entendimento de mecanismos genéticos e
metabdlicos ligados a distlrbios ou a propensdo a estes é de suma importancia para agdes
relacionadas a saude.

3.4 Epigenética e metilacdo do DNA

O termo epigenética é utilizado para definir a heranca dos padrdes de expressao
génica, sejam elas mitdticas ou meidticas, que ndo sdo determinados pelas mudangas na
sequéncia do DNA (EGGER et al., 2004; FLEISCH, et al., 2012; WOLFFE; GUSCHIN,
2000). E considerado um processo herdavel, por ser transmitido de forma estavel apds
sucessivos ciclos de divisdo celular, e reversivel, por ndo alterar a sequéncia do DNA.
Entretanto, a modificacdo do DNA ndo €é o Unico objeto de estudo da epigenética, uma vez
que as histonas também podem sofrer modificacdes, como por exemplo, metilacdo,
fosforilacéo e acetilacdo (LEADER et al., 2006).

Os principais mecanismos epigenéticos incluem a metilacdo do DNA, as modificacbes
covalentes pos-traducionais das histonas e o silenciamento mediado por micro RNA’s. Estes
diferentes mecanismos estdo intimamente ligados e, muitas vezes, agem conjuntamente como
uma forma de regular os diferentes processos celulares (VAISSIERE et al., 2008).

Ainda na década de 1970, Riggs (1975) e Holliday e Pugh (1975) sugeriram que a
metilagdo da molécula de DNA poderia ter fortes efeitos na expressdo génica, e as alteragdes
no padrao de metilagdo do DNA poderiam explicar como genes estao “ligados” ou
“desligados” em diferentes tipos celulares € como o sistema “liga-desliga” dos genes ocorre
durante o desenvolvimento.

Assim, a metilacdo do DNA é a modificacdo epigenética mais estudada e melhor
caracterizada até o momento atuando de forma indispensavel no silenciamento e regulacao
génica, especialmente no imprinting genémico, na inativacdo do cromossomo X e no

silenciamento de transposons (BIRD, 2002).
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A metilagédo consiste na adicdo covalente de um grupo metil (CH3) no carbono 5 da
citosina seguida por uma guanina no dinucleotideo CpG (VASSIERE et al., 2008; HANDEL
et al., 2010), formando entdo a 5-metilcitosina (5-MeC) (Figura 1). Aproximadamente 60-
70% dos sitios CpG estdo metilados no genoma de mamiferos. Isto inclui diversos tipos de
sequéncias: genes de coOpia Unica, sequéncias intergénicas, assim como elementos repetitivos.
As excegdes compreendem regides caracterizadas por alta densidade de CpG, denominadas
ilhas CpG, e que estdo localizadas principalmente nos promotores e exodns de genes
housekeeping (ROTTACH et al., 2009).
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FIGURA 4 — Mecanismo de Metilagdo do DNA
Nota: Adaptado de Strathdee & Brown (2002)

Como a metilagdo do DNA é uma modificacdo quimica reversivel das bases da
molécula do DNA, a manutencdo e a precisa transmissdo dos padrdes de metilacdo para as
células filhas sdo processos essenciais durante o ciclo celular. As enzimas responsaveis pela
metilacdo do DNA nos dinucleotideos CpG sdo membros de uma familia de proteinas
chamadas DNA metiltransferases (DNMT). Estas enzimas estabelecem e mantém os padrdes
de metilacdo do genoma e utilizam a S-adenosil-L-metionina (SAM) como doador de grupos
metil (ESPADA; ESTELLER, 2010). Ainda, os doadores de radical metil sdo obtidos pela
dieta e sdo principalmente a metionina, seguido do folato, colina e vitamina B12
(WATERLAND:; JIRTLE, 2003; WATERLAND, 2006; ZEISEL, 2009).

Foram identificados cinco membros da familia das DNA metiltransferases em
mamiferos: DNMT1, DNMT2, DNMT3A, DNMT3B e DNMT3L, sendo que a primeira
(DNMT1) é a mais abundante em células somaticas, e tem forte preferéncia por DNA
hemimetilado, portanto, atuando na forquilha de replicacdo durante a fase S do ciclo celular.

Presume-se que a DNMTL1 é a principal enzima responsavel pela copia e manutencéo
dos padrdes de metilagdo do DNA durante a replicacdo. Enquanto que a DNMT3A e 3B séo

expressas principalmente em células embrionarias e ndo diferenciadas. S&o criticas durante o
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desenvolvimento embrionario quando ocorrem eventos sequenciais de metilagdo de novo no
genoma. As duas sdo assim conhecidas como DNMTs de novo.

Entretanto, alguns relatos indicam que DNMT1 assim como DNMT3A e 3B podem
ter ambas as funcdes de manutencdo e de novo in vivo, cooperando para a geracdo de um
padrdo global de metilagdo. A DNMT2 e 3L ndo conttm dominios regulatérios
compartilhados pelas outras enzimas, assim possuem atividade de metiltransferase muito
baixa (BESTOR, 2000; ESPADA; ESTELLER, 2010).

Outro grupo de enzimas € responsavel pela desmetilagio do DNA. O processo
denominado de desmetilagdo ativa, envolve as demetilases e parece ser necessario para ativar
genes especificos ou apagar a marca epigenética durante o desenvolvimento ou em respostas a
perturbacdes ambientais. A desmetilacdo pode ainda ser passiva, quando ndo ha envolvimento
de desmetilases, e ocorre quando a manutencdo pelas metiltransferases é inativa durante o
ciclo celular (ZHU, 2009). Assim, o nivel e padrdo de 5-MeC séo determinados por ambos 0s
processos, metilagdo e desmetilagdo, e as enzimas envolvidas nesses processos devem estar
altamente reguladas.

Embora esteja bem estabelecido que a consequéncia predominante da metilacdo seja a
repressdo da transcricdo, ainda ndo esté claro se a inibicdo ocorre direta ou indiretamente. A
inibicdo direta da transcricdo pode ocorrer através do bloqueio da ligacdo dos fatores de
transcricdo ao promotor contendo CpG metilado. J&4 a repressdo indireta pode envolver
proteinas como MeCP2 (methyl CpG binding protein 2) que especificamente se ligam ao
DNA metilado através de um dominio de ligacdo a metil-CpG (MBD). Proteinas contendo
este dominio MBD mediam a repressao da transcri¢do recrutando desacetilases de histonas,
resultando em uma estrutura repressiva da cromatina (BIRD, 2002).

A alteracdo dos padrdes de metilacdo € frequentemente relatada em muitas doencas
humanas, incluindo principalmente o cancer. A hipometilacdo global do DNA e a
hipermetilagdo de promotores sdo comumente observadas em tumores em estégio inicial. Isto
sugere que as alteracdes epigenéticas sao eventos precoces na perda da homeostase celular,
podendo preceder alteragdes genéticas (ESTELLER, 2007).

Atualmente, sdo comuns as pesquisas envolvendo a metilacdo de DNA estarem
focadas no estudo de genes relacionados ao desenvolvimento de cancer. Contudo, é crescente
0 interesse, e nimero de pesquisas com estudos envolvendo metilacdo de DNA e doencgas
inflamatorias, fatores de envelhecimento, e, sobretudo, questdes de regula¢do do metabolismo
e consequentemente as interacdes com o exercicio fisico, tanto do ponto de vista da

performance esportiva, quanto relacionado a saude.
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3.5 Importancia do estudo com gémeos monozigoticos

A realizacdo de estudos utilizando gémeos passou a ser significativa em diversas
ciéncias, contribuindo para identificar a magnitude das diferencas entre os pares de gémeos de
um ovulo, ou monozigoticos (MZ) e de dois dvulos, ou dizigéticos (DZ), fornecendo uma
estimativa da hereditariedade e da influéncia do ambiente num dado fenotipo. 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
formacdo, em determinados fendtipos (FERNANDES; MAIA, 2006; MacGREGOR et al.,
2000).

Por isso, 0s 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 estudos
com gémeos MZ fornecem dados sob a perspectiva de 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.

Corroborando, alguns autores (FERNANDES; MAIA, 2006; BEIGUELMAN, 2008)
destacam que, a utilizacdo de gémeos para estimar a importancia relativa dos genes e do
ambiente na determinacdo de um fenotipo apoia-se em premissas que devem ser destacadas
com base na literatura, como por exemplo: 1) os gémeos compartilham, na fase pré-natal, o
mesmo ambiente e por isso estdo sujeitos as mesmas influéncias maternas relacionadas a
idade, paridade, condi¢cdes de saude, poluicdo, dieta, cigarro e medicamentos; 2) os fatores
ambientais (p6s-natal) que agem sobre os gémeos MZ, provocando diferencas intrapar, sdo 0s
mesmos que atuam sobre os pares DZ; 3) o ambiente dos gémeos € aparentemente igual ao
ambiente de outros individuos da populacdo; 4) os integrantes de cada par de gémeos estdo
sujeitos aos mesmos efeitos ambientais, que interagindo com o gen6tipo produzem o fenétipo
(neste caso mesmo efeito epigenético) e; 5) os gémeos podem ser considerados uma amostra
da populacéo geral.

Nesse sentido, assume-se uma normalidade na distribuicdo de caracteristicas entre 0s
gémeos e os outros individuos. Contudo, apesar de estas premissas fornecerem sustentacdo
teorica para a utilizacdo dos gémeos em estudos cientificos, estdo também sujeitas a diversas
criticas. Uma delas se baseia no fato da similaridade, pois como os gémeos MZ sé&o mais

parecidos poderiam ser tratados de modo mais semelhante do que os DZ, principalmente na
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infancia. Isto certamente poderia contribuir para acentuar a variancia entre os gémeos MZ e
DZ (QUEIROGA, 2010).

A maioria dos gémeos MZ compartilham a mesma placenta (monocori6nico) isto pode
resultar tanto na competicédo entre os gémeos para um limitado suprimento de nutriente, como
acarretar anastomoses vasculares graves (LOOS et al., 2001; RAMOS-ARROYO et al.,
1988), enquanto os gémeos dizigdticos ndo compartilham a mesma placenta (dicoriénico).

Portanto, a formacdo da estrutura embrionaria pode influenciar a divisdo de
suprimentos no Utero e contribuir para um ambiente muito adverso entre 0s gémeos MZ e DZ.
No entanto, os efeitos provocados pela estrutura embrionéria na variancia entre 0s gémeos
poderiam ser minimizados a partir do seguinte achado: como o nascimento dos pares DZ esta
sujeita a idade materna e que méaes mais velhas possuem condi¢cdes de gestacdo piores do que
as médes mais jovens, que ddo a luz mais frequentemente a MZ, supbe-se que o ambiente
intrauterino, considerando a faixa etaria, seja mais adverso para os DZ do que para os MZ
(BEIGUELMAN, 2008).

Mesmo assumindo que os gémeos MZ sejam mais concordantes do que o DZ, Guo
(2001) ndo admite que todos os fendtipos concordantes sejam causados por fatores
ambientais. Outra critica, e talvez a mais importante, aborda fatores que atuam no ambiente
intrauterino provocando menor desenvolvimento fetal, refletido no peso de nascimento,
geralmente baixo em gémeos.

O peso no nascimento € resultado do crescimento intrauterino, e um indicador
importante do quadro de salde do recém-nascido, porém, muitas varidveis podem influencia-
lo, por exemplo, o status nutricional da mée e ganho de peso maternal durante a gestacéo
(MALINA et al.,, 2009). Estudos relatam uma associagcdo inversa entre baixo peso de
nascimento e aumento na incidéncia de hipertensdo arterial, obesidade, dislipidemias, doencas
coronarias e diabetes mellitus em adultos (BARKER, 1992; LANGLEY-EVANS;
McMULLEN, 2010).

Consequentemente, a maior taxa de concordancia para doencgas observada em MZ
poderia ser devido ao baixo peso de nascimento e ndo a presenga de genes para doencas
especificas (PHILLIPS, 1993). No entanto ndo h& concordancia em relacdo a essa declaracéo.
Foi notado que o menor peso corporal de nascimento ndo foi preditor de pressao arterial e
nem de toleréncia a glicose em gémeos (BAIRD et al., 2001; WILLIAMS; POULTON,
1999). Por sua vez, Ross (1999) reconhece que os insultos fetais que causam malformagéo no
peso e na estatura dos gémeos, como cigarro e fornecimento de nutrientes, podem afetar

qualquer tipo de gestacdo, ndo proibindo 0 uso de gémeos em estudos desta natureza. N&o
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obstante, Malina et al., (2009) alertam que recém nascidos com excesso de peso de
nascimento também correm risco de desenvolvimento de doencas na idade adulta.

Apesar da discussdo em relacdo as premissas empregadas para justificar o uso de
gémeos em estudos que investigam a importancia do gendétipo na determinacdo do fenotipo,
elas sdo aceitas por uma grande parcela da comunidade cientifica (BOOMSMA et al., 2002).

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

O modelo de estudo com gémeos MZ é conhecido como modelo de caso-controle, ou
clone-controle (PIETILAINEN et al., 2008). E considerada uma poderosa ferramenta para
investigar a relacdo entre varidveis (fendtipos) de duas pessoas geneticamente idénticas
(SAMARAS et al., 1999; RONNEMAA et al., 1997). 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
composicao corporal (SAMARAS et al., 1998), no indice de amplificacdo na pressao arterial
sistélica (GREENFIELD et al., 2003), na producao de glicose hepética e na secrecdo e acdo
da insulina (VAAG et al., 1995; OPPERT et al., 1995)

A anélise de caso-controle 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 o0s gémeos MZ
compartilham 100% de seus genes este modelo permite controlar os fatores genéticos
potencialmente intervenientes (GREENFIELD et al., 2003).

Nessa perspectiva, estima-se que qualquer diferenca dentro dos pares de gémeos para
uma variavel seja em funcdo de fatores fisicos e ambientais para 0s quais 0s pares de gémeos
séo discordantes.

Os estudos com gémeos MZ comumente sdo provenientes de grandes bases de dados
de nascimentos mdltiplos existentes principalmente na Europa. Os trabalhos apoiam-se no
pressuposto de que como 0s gémeos MZ sdo geneticamente idénticos a descoberta de
concordancia para uma determinada caracteristica indica fortemente efeito genético, enquanto
a discordancia sugere um efeito ambiental (QUEIROGA, 2010).

Ainda, a maioria dos 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
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fundamental, fato que torna surpreendente o achado de discordancia na idade infantil em
gémeos.

Em se tratando de gémeos, o tempo de exposicdo ao ambiente e o fato de separarem
depois de um tempo (estudar, constituir familia) pode permitir padrdes de discordancias mais
evidentes. Enquanto que na infancia e adolescéncia, 0s gémeos vivem na mesma casa €
compartilham seus habitos e atividades a maior parte do tempo (QUEIROGA, 2010). Desta
forma, a discordancia serd& menos evidente, porém € importante verificar se pequenas
diferencas fenotipicas nessa faixa etaria podem ser capazes de afetar o comportamento de
outra varidvel independente de fatores genéticos.

Todavia, é fato que o uso dos gémeos em estudos genéticos depende dos cuidados
metodoldgicos adotados, principalmente como o0s 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
reorientagdes constantes no foco da pesquisa (MARTIN, 2005).

Portanto, com o auxilio da tecnologia, com equipamentos cada vez mais avancados,
utilizando-se principalmente da biologia molecular como uma ferramenta, o estudo com
gémeos permite a comparacdo entre os pares em relacdo a epigenética, expressdo génica,
ativacdo ou silenciamento genético e mudancas na estrutura da cromatina, dentre outras
investigacGes, colaborando para o entendimento metabdlico, seja devido ao gendtipo, ou as

influéncias ambientais.
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4. MATERIAL E METODOS

Foi utilizado para o presente estudo material do banco de dados que envolveu o estudo
de gémeos monozigoticos na cidade de Rio Claro-SP. A utilizacdo do material foi autorizada,
conforme termo de autorizacdo em anexo. Os métodos envolvendo as analises tanto realizados

como a realizar constam descritos a seguir.
4.1 Participantes

Por meio de um levantamento populacional realizado em 2008 foram localizados no
municipio de Rio Claro-SP, noventa e oito pares de gémeos do mesmo sexo (53 pares de
mocas e 45 pares de rapazes), dois trigémeos de ambos os sexos (02 rapazes e 04 mogas) e um
1 trigémeo do mesmo sexo (03 meninas). Todos 0os gémeos eram estudantes do ensino
fundamental ou médio, e apresentavam idade entre 11 a 18 anos (nascidos entre 1990 a 1997).
A pesquisa foi divulgada em jornais, radio e televisdo e todas as Escolas Estaduais (19) e
Particulares (5) do municipio foram visitadas. Do total cadastrado, 13 pares (13,3%) ndo
foram localizados nos enderecos fornecidos pela escola, outros 31 pares (36,5%) e um
trigémeo recusaram-se a fazer parte do estudo. Portanto, dos 98 pares e trés trigémeos
inicialmente cadastrados, 54 pares (35 pares meninas e 19 meninos) e dois trigémeos (um
rapaz e cinco meninas) participaram do estudo, totalizando 114 jovens.

A atribuicdo de monozigosidade (MZ) e dizigosidade (DZ) aos gémeos foi realizada
por intermédio da investigacdo da concordancia dos gémeos em relacdo a marcadores
genéticos (DNA), como os genes de locus de minissatélites, também conhecidos pela sigla
STR (short tandem repeat) (HILL; JEFFREYS, 1985). Em todas as amostras de DNA, a
analise de 16 STRs autossomicos (CSF1PO, D2S1338, D3S1358, D7S820, D8S1179,
D13S317, D16S539, D18S51, D195433, D21S11, D5S51, FGA, THO1, TPOX, VWA e o
locus da Amelogenina) foi efetuada por amplificacdo por PCR, utilizando o kit comercial
Identifiler, de acordo com as instrucbes do fabricante (AB Applied Biosystems). Os
resultados revelaram que a amostra avaliada possuia 38 pares de gémeos MZ e 16 pares de
gémeos DZ.

Nesse sentido, os 38 pares de gémeos monozigoticos foram avaliados em relacdo a
aptiddo cardiorrespiratoria, e aqueles que apresentaram diferenga intrapar igual ou superior a
10 ml.kg™.min* foram selecionados para o presente estudo. Dessa forma, 09 pares de gémeos
monozigéticos apresentaram diferenca intrapar entre 10,4 e 22,5 ml.kg™.min™, e foram entéo

selecionados para o estudo.
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Os gémeos e seus pais foram previamente informados quanto aos objetivos do estudo.
Ap0s tomarem ciéncia dos procedimentos de medidas 0s responsaveis assinaram um termo de
consentimento livre esclarecido. Os protocolos de intervencdo foram aprovados pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual Paulista (protocolo n°. 3143 - UNESP) e
acompanham as normas da Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Salde sobre pesquisa

envolvendo seres humanos.

4.1.1 Medidas antropométricas

As medidas antropométricas de massa corporal (MC) e estatura foram verificadas
seguindo as recomendacdes de GORDON et al. (1991). A partir destas medidas, foi calculado
o indice de Massa Corporal (IMC = Kg/m?). 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).
4.1.2 Aptidao Cardiorrespiratoria

Os participantes compareceram ao laboratério para receber informacgdes sobre o
desenvolvimento do estudo. Um teste de esforco fisico (TEF) foi realizado com a finalidade
de determinar o consumo méaximo de oxigénio (VO,max). O TEF foi realizado em esteira
ergométrica modelo ATL Super® (Inbrasport), com 1% de inclinac&o, nos periodos matutino e
vespertino entre as 09:00-11:30h e 14:00-18:00h, em uma sala com temperatura ambiente
mantida entre 20 a 25° Celsius. Apds periodo de 5 minutos de familiarizacdo com o ergébmetro
a diferentes velocidades (4 a 7 km/h), os avaliados permaneceram cinco minutos em repouso
na esteira em posicdo ortostatica. Em seguida, foi iniciado o teste utilizando-se de um
protocolo que previa velocidade inicial de 4 km/h com incremento progressivo da carga de
trabalho de 1 km/h por minuto. Incentivo verbal foi empregado na tentativa de obter o esforco
fisico méximo. Além da exaustdo voluntéria, também foram utilizadas como indicadores de
interrupgdo do teste a taxa de troca respiratoria (QR) superior a 1,15, a classificacdo do
esforco percebido em 20 (BORG, 1982) e a frequéncia cardiaca maxima prevista para a idade
(220-idade).

Em repouso e durante o TEF foram continuamente registrados o volume minuto (VE),
0 consumo de oxigénio (VO,) e a producdo de dioxido de carbono (VCO;) pela anélise de
trocas gasosas pulmonares (analisador metabdlico MedGraphics VO2000® - Aerosport Inc.).
O equipamento foi calibrado previamente ao desenvolvimento da pesquisa e, no inicio de

cada TEF por meio de auto-calibragcdo. O VO,méax foi coletado respiracao a respiracao (breath
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by breath) e o valor adotado para andlise dos dados foi registrado como o consumo de
oxigénio medio nos 30 segundos que antecediam a interrupcao do TEF. A frequéncia cardiaca

(FC) foi obtida on-line pelo programa do Aerograph®.

4.1.3 Amostras bioldgicas

Aproximadamente uma semana apés a avaliacdo da capacidade cardiorrespiratoria
(VO,max) os gémeos, acompanhados de seus responsaveis, foram orientados a compareceram
ao laboratério em condicédo de jejum noturno (10 a 12 horas). A coleta sanguinea foi realizada
no laboratorio de analises clinicas HEMODIAG de Rio Claro-SP com auxilio de profissionais
treinados. ApOs permanecerem por 30 minutos em repouso, foram submetidos aos
procedimentos de coleta sanguinea em jejum e pos-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 vécuo
(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 foi utilizada para determinagéo da
glicose e insulina em jejum e 120 minutos e do perfil lipidico (HDL-C, TG e CT).

4.1.4 Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG)

O TOTG consistiu em, apos coleta de sangue em jejum, da ingestdo, 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 ap6s o procedimento para dosagem de
glicose e insulina (2h p6s 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.
4.2. Determinacao dos parametros laboratoriais

As concentragdes em jejum de glicose, insulina e lipidios (HDL-C, TG e CT) foram
determinadas mediante Kits especificos. O LDL-C foi estimado por meio da férmula de
Friedewald: LDL-C = CT — HDL — (TG/5) (FRIEDEWALD et al., 1972).

Vale destacar que esta formula se aplica somente a amostras que apresentariam
concentracédo de TG inferior a 400 mg/dL, no entanto, ressalta-se que ndo houve nenhum caso

com valor superior a este critério. A estimativa da resisténcia a insulina e da funcdo das
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células beta foi realizada a partir do indice Homa (Homa-RI e Homa-f3, respectivamente) que
¢ conhecido como método da homeostase glicémica (homeostasis model assessment)
(MATTHEWS et al., 1985). O indice Homa-RI foi calculado por meio da formula:

* 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 funcdo secretora das células

beta, foi calculado mediante formula:
* Homa B =20 x (insulina em jejum (uU/ml) / (glicemia em jejum (mmol/L)) — 3,5.
4.3. Anélise de metilacdo do DNA

Para a coleta de DNA, aproximadamente 20 uL. de sangue de cada participante foram
coletados e pipetado diretamente para o QIAcard® FTA Spots da QIAGEN® com tecnologia

Whatman. Ainda, os procedimentos para extracdo do DNA foram realizados em duplicata.

4.3.1 Extragdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada utilizando-se do QIAamp® DNA Micro Kit e
protocolo de isolacdo de DNA gendmico a partir de amostras de sangue seco (QlAcard® FTA
Spots), fornecido pelo fabricante QIAGEN®, sendo que: inicialmente, foi retirado do QlAcard
uma pungdo de 10mm de sangue seco em tubos de 1,5mL, e adicionados 180ulL de Buffer
ATL e 20uL de proteinase K, que foram devidamente misturados utilizando-se do vortex. Os
microtubos foram incubados por 1h, a 900rpm, em temperatura de 56 °C, utilizando a funcéo
shaker do equipamento extrator de DNA/RNA QIAcube®.

Apos breve centrifugacdo (spin) para retirar as gotas do produto que por ventura
estivessem aderidas a tampa, foram adicionados 200 uL de Buffer AL e 1 uL de carrier RNA,
sendo a solucdo homogeinizada no voértex por 10s. Na sequéncia, 0s tubos de 1,5mL foram
novamente incubados, agora por 10min, a 900rpm, em temperatura de 70 °C. Ao final,
novamente as amostras foram submetidas a um spin, para remover possiveis gotas aderidas a
tampa.

O material lisado foi cuidadosamente transferido para colunas (QIAamp MinElute
column) fornecidos pela QIAGEN®, e centrifugados por 1min a 8000 rpm. Os dois préximos
passos constaram a adigdo de 500 pL de Buffer AW1 e 500 plL de Buffer AW2,
respectivamente, sempre com descarte dos tubos e troca por novos, sendo ambos submetidos a

8000 rpm x 1min.
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Na sequéncia, as amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm x 3min, para que a
membrana secasse completamente, para que as colunas fossem colocadas em novos tubos de
1,5mL, e entdo 60 puL de Buffer AE foram pipetados no centro da membrana. Apés fechar a
tampa, as amostras foram incubadas em temperatura ambiente por 25min. Decorrido este

tempo, as amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm x 1min.
4.3.2 Quantificacéo de DNA

Para a quantificacdo de DNA foi utilizado o fluorimetro Qubit, da empresa Life
Technologies®. Inicialmente foi preparada uma solugdo de DNA-HS (high sensitive) com
fluoroforo, na propor¢ao de 199/1 pL. Cada tubo com amostra continha 199 pL desta solugdo,
e 1 uL de DNA extraido. Para a leitura de quantificagdo, foi estabelecida uma curva (com
valor 0 e 200), utilizando duas solugdes padrao, respectivamente, na quantidade de 10 pL para
190 pL da solu¢do DNA-HS mais o fluoréforo. Nesse sentido, a leitura de quantificagdo foi

feita pelo equipamento, e a unidade de medida transformada em ng/pL (Tabela 1).

Tabela 1 — Valores da quantificacdo do DNA extraido (ng/pL)

Par 1 Par 2 Par 3 Par 4 Par 5 Par 6 Par 7 Par 8 Par 9

GM A 0,38 0,38 0,29 0,43 0,47 0,49 0,29 0,72 0,44

GM B 0,42 0,38 0,35 0,47 0,50 0,28 0,30 0,65 0,42

GM A/B — Gémeo A/B independente dos valores referentes a aptiddo cardiorrespiratéria (VO,méx)
4.3.3 Tratamento com Bissulfito

O tratamento das amostras de DNA com bissulfito para conversdo dos residuos de
citosina ndo metilados em uracila e posterior quantificacdo das citosinas metiladas, foi
realizado utilizando o EpiTect® Bisulfite Kit, seguindo orientacdes do fabricante, QIAGEN®.
Tendo em vista os valores de quantificacdo do DNA extraido, para o tratamento com
bissulfito foi calculado a quantidade de 5ng/ul. de DNA em cada amostra. De acordo com a
quantidade de DNA foi adicionado agua, até atingir o volume de 40 pL. Foram adicionados
também 800 pL de RNase — free water, 85 puL de Mix Bissulfito e 15 uL. de DNA Protect
Buffer. As reagdes para o tratamento com bissulfito foram preparadas em tubos de 200 pL,
para PCR, conforme Tabela 2.

Apdbs a conversdo por bissulfito, os tubos foram centrifugados brevemente, e o
conteudo transferido para tubos de 1,5 mL, onde 560 puL Buffer BL contendo 10 pg/mL de

carrier RNA foram adicionados a cada amostra, homogeneizados no vortex, seguido de spin.
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Essa mistura foi transferida para colunas e centrifugada a 13.000 rpm x 1 min. O contedo do
tubo foi descartado e a coluna transferida para um novo tubo.

Na sequéncia, 500 uL de Buffer BW (buffer wash) foram adicionados a cada coluna,
seguido de centrifugacdo de 13.000 rpm x 1 min. O conteudo do tubo foi descartado e a
coluna transferida para um novo tubo. Seguido da adigcdo de 500 pulL de Buffer BD a cada
coluna, e centrifugacdo de 13.000 rpm x 1 min. O contetdo do tubo foi descartado e a coluna

transferida para um novo tubo, e incubada em temperatura ambiente por 15 min.

TABELA 2 - Programacao termociclador para tratamento com bissulfito

ETAPA TEMPO TEMPERATURA
Desnaturagéo 5min 95°C
Incubacéo 25 min 60 °C
Desnaturacéo 5 min 95°C
Incubacéo 85 min 60 °C
Desnaturagéo 5min 95°C
Incubacéo 175 min 60 °C
Hold* ~ 12h 20 °C
*O DNA convertido pode ser deixado no termociclador overnight sem perda de

atuacédo

Posteriormente a incubag¢ao, 500 pLL de Buffer BW (buffer wash) foram adicionados a
cada coluna, seguido de centrifugacdo de 13.000 rpm x 1 min. O contetdo do tubo foi
descartado e a coluna transferida para um novo tubo. Este passo foi repetido mais uma vez, e
as colunas foram transferidas para outros tubos, e centrifugadas a 13.000 rpm x 1 min. para
eliminar qualquer liquido residual.

Finalmente, as colunas foram colocadas em novos tubos de 1,5mL, e 27 uL de Buffer
EB foram dispensados no centro de cada membrana da coluna. Para a eluicdo do DNA
purificado, foi centrifugado por 12.000 rpm x 1 min.

Para a quantificacdo do DNA tratado com bissulfito foi adotado o mesmo

procedimento do item 4.3.2.

4.3.4 Amplificacdo DNA tratado com bissulfito

A amplificacdo do DNA tratado com bissulfito foi realizado utilizando o Kit
PyroMark CpG Assay®, referente ao gene PRKAA2, seguindo orientagdes do fabricante,
QIAGEN®. Para tanto, 12,5 pL de Pyromark Mastermix, 2,5 uL de Coralload Concentrate, 2
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pL de Primer PCR e 4 pL de H,O DEPEC foram adicionados a cada 4 pL de amostra de
DNA. Um controle (BR) é feito, onde ndo é adicionada a amostra de DNA. A amplificagdo do

DNA no termociclador seguiu como descrito na Tabela 3.

TABELA 3 - Programagéo termociclador para amplificacdo do DNA tratado com bissulfito

ETAPA TEMPO TEMPERATURA
Desnaturacao Inicial 15 min 95 °C
. Desnaturagao 30 seg 94 °C
Amplificacio E—
) Hibridizacdo 30 seg 56 °C
(45 ciclos)

Extenséo 30 seg 72 °C

Extensao Final 10 min 72 °C

4.3.5 Pirosequenciamento

Os procedimentos para o pirosequenciamento foram realizados utilizando o Kit
PyroMark CpG Assay®, referente ao gene PRKAAZ2, seguindo orientagBes do fabricante,
QIAGEN®. Nesse sentido, 70 uL do “Mix de Beads” foi adicionado as placas fundas, cuja
composicgéo foi, 2 uL de Beads, 40 uL de Binding Buffer e 28 uL. de H,O DEPEC por placa.
Do produto da PCR, 10 pL foram adicionados em cada placa, exceto na placa de controle de
primer’s. A placa de controle de amostra continha o Mix de Beads e o BR. Na sequencia, este
material foi agitado a 1500 rpm, a 25°C por 10 min.

Em cartucho especifico do pirosequenciador foram adicionados de acordo com
informagdes do fabricante do PyroMark Q24® — QIAGEN®, a enzima (108 puL), o substrato
(108 puL) e ANTPs (A: 66 uL; C: 59 uL; G: 68 pL; e T: 70 puL). Na placa rasa foram
adicionados 24,25 pL de Anneling Buffer e 0,75 pL de Primer de Sequenciamento. Sendo que
na placa de controle de amostra foram adicionados apenas 25 pL de Anneling Buffer.

A corrida ou andlise de pirosequenciamento € iniciada apds a aspiracdo do contetdo
da placa funda, seguida de passagem por alcool 70% e Denaturation Solution, ambos por 5
segundos, e wash buffer por 10 segundos. O material deve ser colocado em contato com a
placa rasa, que posteriormente deve ficar incubada por 2 min. a 80°C, antes de ser colocada no
pirosequenciador.

Os resultados séo analisados em software especifico, como mostrado na Figura 5.
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FIGURA 5 — Exemplo de resultado da andlise de metilacdo de DNA, gene PRKAA2.

4.4 Tratamento dos dados e analise estatistica

De acordo com os objetivos do presente estudo, os gémeos foram separados em dois
grupos, separando os irmdos de acordo com a aptidao cardiorrespiratoria, ou seja, 0 irmao
com o maior valor de VO,max fez parte do grupo Gémeo-1, enquanto o co-irmdo com o
menor valor de VO,max fez parte do grupo Gémeo-2, com a finalidade de controlar os efeitos
genéticos. As analises foram realizadas com auxilio do pacote estatistico SPSS versdo 15.0
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-padrdo () enquanto variaveis assimétricas em
valores de mediana (minimo-méaximo).

Dessa forma, considerando a similaridade genética entre os irmdos em funcdo da
monozigosidade, e o desenho metodoldgico do presente estudo, do tipo caso-controle, o teste
t-student para amostras pareadas foi empregado para testar a diferenca entre as médias das
variaveis intrapar, enquanto coeficiente de correlacdo de Pearson foi utilizado para analise das
associacOes estatisticas entre VO,max, metilagdo do gene PRKAAZ2, variaveis

antropométricas e bioquimicas.
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5. RESULTADOS
5.1 Descri¢éo da Amostra

Os gémeos foram classificados em maior (GEMEO-1) e menor (GEMEO-2) VO2méax
(intrapar), ou seja, 0 irmao mais apto integra o grupo Gémeo-1, enquanto seu co-irmao que é
menos apto, integra 0 grupo Gémeo-2. Portanto, o intuito foi analisar a consequéncia desta
diferenga (VO,méax) em outros fendtipos, isolando o efeito em funcdo do background
genético, haja vista que o estudo foi desenvolvido com gémeos idénticos.

A amostra foi constituida de 09 pares de gémeos MZ, dentre os quais cinco pares do
sexo feminino e quatro pares do sexo masculino. A Tabela 4 apresenta os valores descritivos
dos gémeos em relacdo a faixa etaria, caracteristicas fisicas e aptiddo cardiorrespiratoria
(VO,méx). N&o foi observada diferenca estatistica nas variaveis, exceto VO,max, como ja era

previsto, cuja diferenca intrapar variou de 10,4 a 22,5 ml.kg™.min™.

Tabela 4 — Idade, caracteristicas fisicas e VO,max (9 pares de gémeos)

Variéveis Gémeo-1 Gémeo-2
Idade (anos) 13,9+2,2
MC (Kg) 46,4+9,0 46,2+8,7
EST (cm) 155,7+11,5 156,4+11,0
IMC (Kg/m?) 18,9+1,4 18,7415
CC (cm) 66,5+4,5 65,745,0
VO,max 45,9+10,0 32,1+10,6"

Nota: MC: Massa Corporal; EST: Estatura; IMC: Indice de Massa Corporal; CC: Circunferéncia da
Cintura; VO,méx: consumo maximo de oxigénio (ml.kg™.min™);

Dados apresentados como média e desvio padréo (+);

“p<0,01: Maior VO,méax vs. Menor VO,max, teste t-student pareado.

A TABELA 5 mostra as caracteristicas bioquimicas relacionadas a homeostase da
glicose e perfil lipidico. O grupo GEMEO-1 apresentou valores de glicose em jejum (GLI;)
estatisticamente menores em relacdo ao grupo GEMEO-2. Além disso, ndo foi observada
diferenca estatistica entre 0os gémeos para as demais variaveis apresentadas na tabela 5. Apos
teste de normalidade (Shapiro-Wilk), observou-se a presenca de variaveis com distribuicdo
assimétrica que, em funcdo disso, foram apresentadas em forma de mediana (md) e valores
minimos e maximos, enquanto as variaveis com distribuicdo normal estdo exibidas como

média e desvio padrdo ().
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Variaveis Gémeo 1 Gémeo 2
GLI;, 82,9+7,3 86,747,6°
GLIy, 88,0£20,9 83,0+18,4
INS; 5,5+1,5 6,0+1,6
INS, 25,8 (5,7 - 199,0) 25,3%13,7
HOMA-IR 1,240,4 1,30,4
HOMA-B 106,1 (77,4 — 194,9) 98,6+34,0
TG 772+ 26,1 749 +27,1
CT 1512 +42,1 161,7 £ 36,4
HDL-C 42,6 £53 442+56
LDL-C 93,2 +40,1 102,5 + 34,6

Nota: GLIj: glicemia em jejum (mg/dL); GLIy,: glicemia pos carga (mg/dL); INS;: insulina em jejum
(mg/dL); INS,y: insulina pés carga (mg/dL); HOMA-RI: Homeostasis model assessment (resisténcia a
insulina); Homa-p: fungéo secretora das células beta; TG: triglicérides (mg/dL); 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).

Dados apresentados como media e desvio padrdo (+) para variaveis com distribuicdo normal e mediana

(minimo-méaximo) para variveis assimétricas.

"p<0,05: Maior VO,max vs. Menor VO,max, teste t-student pareado.

Na TABELA 6 séo apresentados os dados quanto ao perfil de metilacdo do gene

PRKAAZ2 dos gémeos monozigoticos discordantes para VO,max. Foi analisada a regido

promotora do gene, contendo regides de ilhas CpG. Né&o foi verificada diferenca no perfil de

metilacdo total (global) na regido promotora do gene PRKAAZ2.

Tabela 6 — Perfil de metilagédo do gene PRKAA2.

Variaveis

Gémeo 1 (%)

Gémeo 2 (%)

PRKAA2 (total)

17,7+7,7

20,3£7,5

Nota: PRKAA2 (total): gene AMPKa, — somatorio do percentual de metilagcdo na regido promotora do gene,

composta por 06 regides de ilhas CpG.

Dados relativos apresentados como média e desvio padrdo (+) para variaveis com distribuicdo normal e

mediana (minimo-maximo) para variaveis assimétricas.

*p<0,05: Maior VO,max vs. Menor VO,max, teste t-student pareado.

Contudo, a diferenca intrapar em relagcdo a metilagcdo do gene variou de 2% a 22%. A

Figura 6, mostra os dados descritivos do perfil de metilacdo de todos os individuos.



44

40% -

34% 34%

35% -

30% -

26%

Percetual Metilagdo

25% -

0,
19% 18% 18%

16%
p II

18%

0,
24% 23%
16%

P II
FIGURA 6 - Perfil de metilagédo do gene PRKAA2

Nota: os pares de gémeos estdo discriminados de acordo com a cor das colunas, e cada individuo esta
representado por nimeros (GEMEO-1 e GEMEO-2).
Dados apresentados como percentual total de metilagéo na regido promotora do gene PRKAA2.
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5.2 Relacdo entre VO,méax, metilacdo do gene PRKAAZ2, caracteristicas fisicas e
variaveis bioquimicas relacionadas ao metabolismo da glicose e perfil lipidico

A andlise do coeficiente de correlacdo (Pearson) entre VO,max, e caracteristicas
fisicas, demonstrou relacdo positiva entre massa corporal com estatura (r= 0,941), IMC
(r=0,815) e circunferéncia da cintura (r= 0,894) para o grupo GEMEO-1. A estatura e IMC
também apresentaram relacdo positiva com CC (r=815 e r= 768), respectivamente. N&do foi
observada relacdo entre aptidao cardiorrespiratoria e as demais variaveis (Tabela 7).

Tabela 7 — Relagdo entre VO,max e caracteristicas fisicas para o grupo de gémeos com maior aptidao
cardiorrespiratéria—- GEMEO 1

MC EST. IMC CcC
VO,max 0,187 0,325 - 0,166 0,046
MC 0,941** 0,815** 0,894**
EST. 0,574 0,815**
IMC 0,768*

Nota: VO,max: consumo maximo de oxigénio (ml.kg™.min™); MC: Massa Corporal; EST: Estatura; IMC:
Indice de Massa Corporal; CC: Circunferéncia da Cintura.
“p<0,05 e “p<0,01: Coeficiente de Correlagéo de Pearson.

Por sua vez, a Tabela 8 demonstra a anélise do coeficiente de correlacdo (Pearson)
entre VO,max e caracteristicas fisicas para o grupo de gémeos com valores inferiores de

VO,méx (GEMEO-2), em relago ao co-irm&o. Os resultados ndo apresentaram relacio entre
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aptiddo cardiorrespiratoria e as demais variaveis. A massa corporal teve relacdo positiva com
estatura (r= 0,905), IMC (r=0,774) e circunferéncia da cintura (r= 0,810). Além disso, a
estatura demonstrou relagéo positiva com circunferéncia da cintura (r=743).

Tabela 8 — Relacdo entre VO,max e caracteristicas fisicas para o grupo de gémeos com menor aptidéo
cardiorrespiratéria—- GEMEO 2

MC EST. IMC CcC
VO,max 0,187 0,189 0,043 0,130
MC 0,905** 0,774* 0,810**
EST. 0,434 0,743*
IMC 0,636

Nota: VO,max: consumo maximo de oxigénio (ml.kg®.min); MC: Massa Corporal; EST: Estatura; IMC:
Indice de Massa Corporal; CC: Circunferéncia da Cintura.
p<0,05e p<0,01: Coeficiente de Correlacdo de Pearson.

A relacdo entre aptiddo cardiorrespiratdria e variaveis bioguimicas relacionadas ao
metabolismo da glicose ndo foi observada no grupo GEMEO-1. Entretanto, a insulina jejum
(INS;je) mostrou relagdo positiva com insulina 2h pos carga de glicose (INS,p) (r=736), glicose
jejum (GLIje) (r=747), glicose 2h pos carga (GLI2,) (r= 794) e HOMA-IR (r= 0,988).

A relagdo tambem foi positiva entre HOMA-IR com INSz,, GLlIj e GLIzn com (r=
0,678; r= 836 e r= 729), respectivamente. Uma relagéo negativa foi observada entre GLIj e
HOMA-B (r= -747). No que se refere a metilacdo do gene PRKAA2, houve relacdo positiva
com INS, (r=0,722) (TABELA 9).

Tabela 9 — Relagdo entre VO,max, metilacdo do gene PRKAA2 e variaveis bioquimicas relacionadas
ao metabolismo da glicose para o grupo de gémeos com maior aptiddo cardiorrespiratéria— GEMEO 1

INS;,  INS, GLI;, GLlI,, HOMA-p HOMA-IR PRKAA2

VO,max 0027 -0109  -0070  -0,231 0,435 0,029 0,227
INS;. 0736*  0,747*  0,794* -0,207 0,988** 0,457
INS,1 0,313 0,655 0,048 0,678* 0,722*
GLIj, 0,382 -0,747%  0,836** 0,345
GLlIy, 0,064 0,729% 0,088
HOMA-B -0,331 -0,064
HOMA-IR 0,467

Nota: VO,méx: consumo méaximo de oxigénio (ml.kg™.min™); INSje: insulina em jejum (mg/dL); INSy,:
insulina pos carga (mg/dL); GLI: glicemia em jejum (mg/dL); GLI,: glicemia pds carga (mg/dL); Homa-p:
funcdo secretora das células beta; HOMA-IR: Homeostasis model assessment (resisténcia a insulina);
PRKAAZ: subunidade alfa 2 do gene AMPK — dados percentuais de metilacdo total.

“p<0,05 e “p<0,01: Coeficiente de Correlagéo de Pearson.

Assim como no grupo GEMEO-1, a analise entre aptiddo cardiorrespiratoria e
varidveis bioquimicas relacionadas ao metabolismo da glicose no grupo GEMEO-2 néo
demonstrou relagéo. Foi observada relacdo positiva entre INS;e e HOMA-IR (r= 0,968), e
INS2, com GLIy, (r= 0,712). Igualmente ao grupo GEMEO-1, o grupo GEMEO-2 também
mostrou relagdo negativa entre GLI;ee HOMA-f (r=-808) (TABELA 10).
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Tabela 10 - Relagéo entre VO,max, metilagdo do gene PRKAA2 e variaveis bioquimicas relacionadas
ao metabolismo da glicose para o grupo de gémeos com menor aptidao cardiorrespiratéria- GEMEO 2

INS;, INS,, GLI;, GLIy, HOMA-p HOMA-IR PRKAA2
VO,max -0,407 0,012 0,077 0,135 -0,094 -0,355 -0,195
INS;e -0,149 0,266 -0,255 0,312 0,068** -0,181
INS;, 0,361 0,712* -0,448 -0,055 -0,095
GLIje -0,080 -0,808** 0,491 0,002
GLI, -0,025 -0,266 0,077
HOMA-B 0,073 0,016
HOMA-RI -0,198

Nota: VO,méx: consumo méaximo de oxigénio (ml.kg™ .min™); INS;e: insulina em jejum (mg/dL); INSy:
insulina pos carga (mg/dL); GLIj: glicemia em jejum (mg/dL); GLI2,: glicemia pds carga (mg/dL); Homa-p:
funcdo secretora das células beta; HOMA-IR: Homeostasis model assessment (resisténcia a insulina);
PRKAAZ: subunidade alfa 2 do gene AMPK — dados percentuais de metilacéo total.

"p<0,05 e “'p<0,01: Coeficiente de Correlacéo de Pearson.

Na Tabela 11 sdo apresentados os dados da relacdo entre VO,max, metilacdo do gene
PRKAA2 e perfil lipidico para o grupo de gémeos com valores superiores de VO,max
(GEMEO-1), em relacdo ao co-irmdo. Os resultados ndo apresentaram relacdo entre aptidao
cardiorrespiratoria e as demais varidveis. Os triglicérides exibiram relacdo positiva com CT
(r=0,757) e também com LDL-C (0,687). O colesterol total também teve relagcdo positiva com
LDL-C (r=0,988), enquanto que o HDL-C foi a Unica variavel do perfil lipidico a apresentar
relacdo com a metilacdo do gene PRKAA2, sendo esta negativa (r=-0,744).

Tabela 11 — Relagdo entre VO,max, metilagdo do gene PRKAA2 e perfil lipidico para o grupo de
gémeos com maior aptiddo cardiorrespiratéria - GEMEO 1

TG CT HDL-C LDL-C PRKAA2
VO, méx 0,371 0,554 0,014 0,532 0,227
TG 0,757* -0,165 0,687* -0,037
CT -0,268 0,988** 0,213
HDL-C -0,391 -0,744*
LDL-C 0,326

Nota: VO,max: consumo maximo de oxigénio (ml.kg™.min™); TG: triglicérides (mg/dL); 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); PRKAAZ2: subunidade alfa 2 do gene AMPK — dados percentuais de metilacéo
total.

"p<0,05 e “'p<0,01: Coeficiente de Correlacéo de Pearson.

Por outro lado, considerando a andlise da relacdo entre VO,max, metilacdo do gene
PRKAAZ2 e perfil lipidico para o grupo de gémeos com valores inferiores de VO,max
(GEMEO-2), apresentados na Tabela 12, nenhuma relagio entre aptiddo cardiorrespiratoria e
as demais varidveis foi verificada, enquanto que o colesterol total teve relagdo positiva com
LDL-C (r= 0,985). Porem, foi possivel observar relacdo positiva do gene PRKAA2 com CT
(r=728) e LDL-C (r=-0,728).
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Tabela 12 — Relagdo entre VO,max, metilacdo do gene PRKAA2 e perfil lipidico para o grupo de
gémeos com menor aptiddo cardiorrespiratéria—- GEMEO 2

TG CT HDL LDL PRKAA2
VO,méax 0,412 0,462 -0,091 0,436 -0,195
TG 0,615 -0,347 0,546 0,456
CcT -0,191 0,985** 0,728*
HDL -0,309 -0,214
LDL 0,728*

Nota: VO,max: consumo maximo de oxigénio (ml.kg™.min™); TG: triglicérides (mg/dL); 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); PRKAAZ2: subunidade alfa 2 do gene AMPK — dados percentuais de metilacéo
total.

“p<0,05 e “p<0,01: Coeficiente de Correlag&o de Pearson.

Ainda, nenhuma relacéo foi observada entre as variaveis bioquimicas do metabolismo
da glicose com as varidveis do perfil lipidico, tanto no grupo Gémeo-1 como no grupo

Gémeo-2.
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6. DISCUSSAO

Ap0s pareamento dos dados, caracteristicas fisicas, bioquimicas e perfil de metilacao
do gene PRKAA2, os grupos GEMEO-1 e GEMEO-2 foram comparados.

6.1 Comparagdo entre aptiddo cardiorrespiratoria, caracteristicas fisicas e
variaveis bioquimicas entre o grupo GEMEO-1 e GEMEO-2

Inicialmente foi verificado se haviam diferencas entre os grupos Gémeo-1 e Gémeo-2
(discordantes para VO,mé&x) nas caracteristicas fisicas. Os resultados ndo revelaram
diferencas em relagdo a massa corporal (MC), IMC e CC. Em relacdo as variaveis
bioquimicas, o grupo Gémeo-1 apresentou valores significativamente menores de glicose em
jejum (GLIje), quando comparado com o grupo Gémeo-2. N&o foi verificada diferencas para
insulina jejum (INS;e), glicose (GLI2n) e insulina (INS2n) 2h pds carga de glicose. Os indices
HOMA-RI e HOMA-B, assim como dados do perfil lipidico, também nao apresentaram
diferencas entre os gémeos discordantes para VO,max.

Contudo, vale ressaltar que a diferenca na aptiddo cardiorrespiratéria intrapar variou
de 16,9% a 41,6%. De acordo com critérios do FITNESSGRAM program (CURETON;
WARREN, 1990), foi possivel observar para o grupo Gémeo-2, que, 66,6% (n=06) obtiveram
classificagdo equivalente a “baixa”, e 33,3% (n=03) classificacdo equivalente a “moderada”,
enquanto que para o grupo Gémeo-1, apenas 11,1% (n=01) na classificagdo de “baixa”,
33,3% (n=03) na “moderada” e 55,6 % (n=05) na “alta” aptiddo cardiorrespiratoria,
respectivamente (dados ndo mostrados).

Alguns estudos tem investigado a relacdo entre a aptiddo cardiorrespiratoria e a
sensibilidade a insulina, porém, os resultados tem sido conflitantes. A aptidao
cardiorrespiratoria foi associada independentemente a sensibilidade a insulina (RUIZ et al.,
2007; ALLEN et al., 2007; KAZA-VUBU et al., 2005), enquanto outros trabalhos sugerem
que os efeitos da aptiddo cardiorrespiratoria na sensibilidade a insulina sdo indiretos e
provavelmente em funcdo da composigdo corporal (BALL et al., 2004; LEE et al., 2006;
HENDERSON et al., 2012).

De acordo com Lee et al. (2005), para um dado nivel de gordura visceral, subcutanea e
circunferéncia da cintura, a aptiddo cardiorrespiratéria elevada estd associada
substancialmente a diminuigdo do risco metabolico & saude. Corroborando, Nagano et al.
(2004) descrevem que a aptiddo cardiorrespiratoria esta associada com baixo risco de

hiperinsulinemia em individuos com intolerancia a glicose e diabetes mellitus tipo 2 (DM2).
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N&o obstante, no presente estudo onde individuos normoglicémicos, com idade média
de 13,9+2,2 anos foram investigados, ndo foi observada diferenca em relagcdo a composigéo
corporal, mesmo quando analisado de acordo com o0 género (dados ndo mostrados).
Entretanto, os grupos Gémeo-1 e Gémeo-2 apresentaram algumas diferencas nas relagdes
entre as varidveis bioquimicas relacionadas ao metabolismo da glicose (Tabelas 09 e 10) e
perfil lipidico (Tabelas 11 e 12).

O estudo de Leite et al. (2009) também com normoglicémicos, porém adultos e que
apresentavam fator de risco para o desenvolvimento de DM2, mostrou que a diminui¢do no
VO,max esta correlacionada com a piora na sensibilidade a insulina, que por sua vez pode
levar a resisténcia a insulina e DM2. Outros pesquisadores, Nyholm et al. (1996), Eriksson e
Lindgérde (1996) também mostraram em seus estudos uma associacdo significativa entre
resisténcia a insulina e baixa aptiddo cardiorrespiratdria em individuos nédo diabéticos. Ainda,
a baixa aptidao cardiorrespiratéria estd associada com a piora na glicose em jejum (WEI et al.,
1999), e a diminuicdo progressiva do VO,max ocasiona um declinio na regulacdo do
metabolismo da glicose (ERIKSSON; LINDGARDE, 1991).

Nesse sentido, tem-se demonstrado que o exercicio fisico estd associado ao aumento
na sensibilidade a insulina, na melhora da fungdo das células beta pancreatica e no aumento
da tolerancia a glicose (LAKKA et al., 2004; DELA et al., 2004; WEI et al., 1999). Ainda, 0
exercicio fisico melhora a sensibilidade a insulina nos tecidos periféricos e reduz as
concentracdes de insulina e de glicose plasmatica tanto em idosos como em jovens (COKER
et al., 2006; KANG et al., 2002). Corroborando, Queiroga (2010) investigou o papel da
aptiddo cardiorrespiratoria na expressao de genes em gémeos monozigéticos (MZ)
discordantes para consumo maximo de oxigénio (VO,max). O estudo revelou que, apesar da
similaridade genética, 0 membro do par com maior VO,max apresentou significativamente
maior transcricdo do mMRNA de genes relacionados ao metabolismo da glicose do que seu
contrapar menos apto.

Portanto, considerar o estilo de vida dos individuos analisados, é de suma importancia,
uma vez que tem sido postulado beneficios na regulagdo do metabolismo da glicose mediado
pela prética regular de atividades e exercicios fisicos (HUOT et al., 2011; HENDERSON et
al., 2012). Nesta perspectiva, é importante considerar a influéncia do enfoque metodologico
dos estudos, uma vez que as diferencas entre estes dificultam o estabelecimento de um
entendimento mais conciso e eficaz a respeito do impacto do VO,max no metabolismo da

glicose.
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Ainda, no que diz respeito as variaveis bioquimicas relacionadas ao perfil lipidico,
nenhuma relacéo foi observada entre aptidao cardiorrespiratoria e perfil lipidico em ambos os
grupos (Gémeo-1 e Gémeo-2), assim como diferenca entre 0s grupos apos teste t-student
pareado.

Considerando a amostra avaliada neste estudo, é surpreendente o achado de
discordancia entre gémeos MZ saudaveis durante a infancia, uma vez que as diferencas
tornam-se evidentes normalmente com o passar do tempo, sugerindo que mudancas
epigenéticas aumentam com o tempo (FRAGA et al.,, 2005), permitindo padrbes de
discordancias mais evidentes. Além disso, na infancia e adolescéncia, os gémeos vivem na
mesma casa e compartilham seus habitos e atividades a maior parte do tempo, fazendo com
que as discordancias sejam menos evidentes (QUEIROGA, 2010).

Todavia, vale salientar que os individuos analisados neste estudo ndo apresentaram
diferencas intrapar em relacdo a indices relacionados a saude considerando as medidas
antropométricas, e a diferenca em relacdo a aptiddo cardiorrespiratéria parece ter sido
suficiente para causar uma divergéncia em relacdo ao metabolismo da glicose.

Além disso, tendo em vista que o presente estudo investigou individuos com idade
média de 13,9+2,2 anos, é importante ressaltar que néo foi observada a presenca de diferencas
maturacionais intrapar (dados ndo mostrados), pois durante o periodo da adolescéncia tem-se
verificado resisténcia a insulina transitéria que aparece durante a puberdade (CAPRIO et al.,
1996; GORAN; GOWER, 2001).

A importancia destes dados se da diante da possibilidade do VO,méax poder ser visto
como um preditor para o desenvolvimento de doencas no futuro (ASTRAND et al., 2006),
durante a vida adulta, além da possibilidade de antecipacdo de diagndstico e tratamento.
Entretanto, os habitos adotados durante a vida certamente influenciam a pré-disposicéo para o
acometimento de enfermidades ao longo do tempo, haja vista a influéncia do VO,max no
metabolismo (LAAKSONEN et al., 2002; LAKKA; BOUCHARD, 2004).

6.2 Analise do perfil de metilagdo do gene PRKAA2 com caracteristicas fisicas,
aptidao cardiorrespiratoria e variaveis bioquimicas entre o grupo GEMEO 1 e
GEMEO 2

A andlise do perfil de metilacdo do gene PRKAA2 (AMPKay) entre 0s grupos Gémeo
1 e 2 (discordantes para VO,max), considerando as regides em separado, ou 0 somatério do
percentual de metilacdo destas (metilacéo total na regido promotora do gene), ndo apresentou
diferenga estatisticamente significativa. Ainda, nenhuma relagdo entre VO,méx e perfil de

metilacdo do gene PRKAA2 foi observada.
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Estudos entre gémeos monozigdticos envolvendo metilagdo de DNA tém mostrado
maiores diferencas entre gémeos com o passar dos anos (idade) em comparagdo com aqueles
mais jovens, e estas diferencas na metilacdo individual ndo sdo estaveis ao longo do tempo
(PILSNER et al., 2007; FRAGA et al., 2005). Portanto, € razoavel admitir que a metilacédo de
DNA é algo dindmico, e atua constantemente influenciando vias metabdlicas. Nesse sentido, o
estudo de Zhao et al. (2012) demonstrou que a metilacdo global de DNA a partir de sangue
periférico estava significativamente associada com resisténcia a insulina, em uma amostra de
gémeos monozigoticos, independente de fatores de risco.

Corroborando, Nakajima et al. (2010) descobriram que os homens e mulheres idosos
que praticaram atividade fisica (caminhada) durante seis meses apresentaram um percentual
significativamente maior de metilacdo em comparacdo ao grupo controle. Neste estudo, 0s
genes responsaveis pela secrecdo de citocinas pro-inflamatérias foram investigados, sugerindo
que a metilacdo do DNA pode estar vinculada a atividade fisica e a inflamacao crénica, como
um mecanismo subjacente para o desenvolvimento de cancer.

Por outro lado, em um estudo que verificou a relacdo entre cancer e metilacdo do
DNA, nao foi verificado um impacto significativo da atividade fisica na metilacdo de DNA,
porém, os autores sugerem um risco elevado de hipometilacdo global associado com baixos
niveis de atividade fisica (ZHANG et al., 2011).

Os estudos envolvendo metilacdo de DNA e exercicio fisico ainda sdo escassos na
literatura, e aqueles existentes tem abordado o tema sob diferentes enfoques, o que torna
desafiador o estudo nesta area, assim como interpretacdes a cerca dos trabalhos disponiveis.
Este € o primeiro trabalho envolvendo a metilacio do gene PRKAAZ2, aptiddo
cardiorrespiratoria e varidveis bioquimicas referentes ao metabolismo da glicose e perfil
lipidico.

Em relacdo ao gene PRKAA2, McGee et al. (2009) sugerem que a AMPK pode estar
envolvida na regulacdo de histonas durante o exercicio, e esta interacdo pode ser dependente
de um certo numero de fatores, incluindo o tipo de exercicio, a intensidade e a duragdo. A
AMPK tem sido considerada um sensor do status de energia celular (KAHN et al., 2005;
CANTO et al., 2009), sendo ativada pelo exercicio fisico, levando a efeitos benéficos, como
aumento na oxidacdo de acidos graxos (ASCHENBACH et al., 2004; STEPHENS et al,
2002) e aumento na captacao de glicose (MU et al., 2001; HAYASHI et al., 1999; MERRILL
etal., 1997).

No que diz respeito as varidveis bioquimicas, a metilagdo do gene PRKAAZ2

apresentou relagdo positiva com insulina (INSzp) 2h pos carga de glicose (r=0,722) no grupo
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GEMEO1. Por outro lado, no grupo GEMEO2 n&o foi observada relagdo entre metilagio e
variaveis relacionadas ao metabolismo da glicose.

Contudo, foi possivel observar que o grupo de gémeos com maior aptiddo
cardiorrespiratoria (GEMEO-1), mesmo sem apresentar relacio entre VO,méx e metilacio do
gene PRKAAZ2, mostrou relacdo negativa entre PRKAA2 e HDL-C (r=-0,744). Por outro lado,
0 grupo GEMEO-2 - que também n&o apresentou relagio entre o VO,max e metilagio do
gene PRKAAZ2 - a relacdo foi positiva entre a metilacdo do gene PRKAA2 e CT (r=0,728),
assim como PRKAA2 com LDL-C (r=0,728). Portanto, apesar de ndo ser verificada diferenca
entre 0s grupos Gémeo-1 vs. GEmeo-2 foi possivel observar diferencas entre os grupos para a
relacdo entre metilacdo e perfil lipidico.

No estudo de McGee et al. (2003) com homens destreinados apds exercicio agudo, foi
possivel observar um aumento da AMPKa;, nuclear no musculo esquelético. A AMPK parece
também regular a expressdo de genes, por meio do controle da atividade transcricional de
vérios reguladores (CANTO et al., 2009). Em humanos, os complexos da AMPK a; € o
parece mediar respostas metabdlicas ao exercicio no musculo esquelético (FUJII et al., 2000).
No entanto, o exercicio de sprint maximo durante 30 segundos ativa ambas subunidades,
AMPKao; e o, (CHEN et al., 2000), enquanto que a atividade AMPK o, é aumentada durante
0 exercicio de intensidade moderada, com aumento na oxidacdo de A&cidos graxos
(STEPHENS et al., 2002).

A AMPK ¢ um “interruptor metabolico”, uma proteina alvo chave, capaz de controlar
o fluxo através de vias metabolicas de cetogénese hepatica, sintese de colesterol, lipogénese,
sintese dos triglicerideos, lipdlise nos adipdcitos e no musculo esquelético, além da oxidacao
de acido graxos (KAHN et al., 2005, HARDIE, 2007). De acordo com Spencer-Jones et al.
(2006) a atividade da AMPK inibe a biossintese de acidos graxos e colesterol, além de
promover a oxidacdo de acidos graxos, fato este que poderia impedir o acimulo de lipideos e
desenvolvimento de resisténcia a insulina em tecidos ndo-adiposos.

Em um estudo com camundongos knockout para AMPKuo,, foi possivel observar
aumento de peso corporal e massa gorda quando expostos a uma dieta com alto teor de
gordura (VILLENA et al., 2004), e também uma diminui¢cdo na sensibilidade a insulina
(VIOLLET et al.,, 2003). Ainda, Stroup e Ramsaran (2005) mostraram que a sintese e
eliminacdo de colesterol s&o regulados por meio da fosforilacdo de AMPK.

Considerando a perspectiva de salde metabdlica, muito do que se sabe sobre
metabolismo energético dependente da AMPK, foi revelado por meio da analise de diferentes
estados de aptiddo metabolica (OSLER; ZIERATH, 2007). Por exemplo, o estado metabdlico
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de um atleta altamente treinado € caracterizado pela extrema flexibilidade na transi¢do entre a
glicose e oxidacao de lipidios, no intuito de alcancar o mais vantajoso equilibrio energético,
poupando glicose e tendo eficiéncia em termos de energia (HENRIKSSON, 1995). Por outro
lado, o individuo sedentario, obeso, perde a capacidade de recrutar energia da mesma forma
(STORLIEN, et al., 2004; KELLEY; MANDARINO, 2000). Esta flexibilidade metabdlica
pode ser descrita como a capacidade de alternar entre a utilizacdo de carboidratos e lipidios,
no intuito de poupar glicose para outros 6rgdos tais como o cérebro (STORLIEN et al., 2004).

Nesse sentido, Osler e Zierath (2007) descrevem que o acimulo de evidéncias sugere
que a regulacdo na utilizacdo de combustivel (carboidratos ou lipidios) via sensoriamento da
cascata de sinalizacdo da AMPK poderia ser uma caracteristica fundamental, subjacente aos
estados distintos de aptiddo metabdlica. Ativadores de AMPK tem mostrado a capacidade
desta para normalizar os estados de inflexibilidade metabolica em ratos obesos (BERGERON
et al., 2001; YU et al., 2004). Ndo obstante, a intervencdo com exercicios fisicos exerce
melhorias semelhantes (POLD et al., 2005). Portanto, tem-se postulado que a ativagao cronica
da AMPK poderia permitir a recuperacdo ou manutencdo de um metabolismo “flexivel”, e
assim, manter um grande potencial como terapia de intervencdo ou prevengdo contra
distarbios metabdlicos.

Considerando os dados do presente trabalho, em uma amostra de individuos
normoglicémicos e com valores lipidicos e antropométricos dentro de escalas de normalidade,
onde o efeito do background genético foi controlado, o achado de diferencas para aptiddo
cardiorrespiratdria, glicose em jejum e relacdo de colesterol com metilacdo do gene PRKAA2,
torna-se surpreendente. Contudo, é preciso atentar-se ao fato de que a metilacdo por si s6 ndo
é capaz de evidenciar todos os mecanismos de regulacdo génica, uma vez que dentro do
aspecto da epigenética, o papel dos miRNA’s (micro RNA’s) também deve ser considerado,
assim como uma analise transcriptdmica, proteémica. Enfim, para um entendimento mais
agucado, um conjunto de analises é requerida.

Todavia, se clinicamente tais dados ainda nédo representam ou indicam a necessidade
de um tratamento diferenciado, cientificamente este pode ser um ponto de partida para o
entendimento ndo somente da acdo da AMPK, mas sobretudo, dos efeitos do exercicio fisico
no metabolismo.

Ainda, os resultados deste estudo, sugerem que o modelo de caso-controle empregado,
sustenta a hipdtese de que a aptiddo cardiorrespiratéria pode modular a concentracéo
plasmatica de glicose em jejum, independentemente de fatores genéticos. Ndo obstante, é

importante abordar algumas limitagdes do estudo.
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Inicialmente em relagdo ao tamanho amostral, relativamente pequeno, apesar do
rastreio populacional de 98 pares na cidade de Rio Claro-SP, que possibilitou a investigacéo
de 38 pares de gémeos monozigéticos, dos quais 9 foram discordantes para a aptiddo
cardiorrespiratdria. Contudo, o achado de discordancia ainda na infancia/adolescéncia nédo é
comum, uma vez que os efeitos epigenéticos tornam as diferencas mais evidentes com o
passar do tempo, na idade adulta (FRAGA et al., 2005). Nesse sentido, a identificagdo de
divergéncias ainda na infancia em nivel metabdlico molecular, podem vir a se tornar fatores
de risco no futuro.

Por outro lado, pesquisas tém sido desenvolvidas com amostras maiores
(BOUCHARD et al., 1997; BOUCHARD; RANKINEN, 2001; HENDERSON et al., 2012;
KELLY et al., 2011; QUEIROGA, 2010), e apesar do numero crescente de estudos com o
intuito de avaliar fatores de risco para o desenvolvimento de doencas, independente da
genética, a utilizacdo do modelo de casos-controle com gémeos MZ discordantes para aptiddo
cardiorrespiratoria ainda é escasso. Pesquisas que se utilizam de gémeos discordantes tem
utilizado um tamanho amostral variado, com amostras bastante grandes (MUSTELIN et al.,
2008; SAMARAS et al., 1999) enquanto outra parte realiza investigacbes com amostras
menores (OPPERT et al., 1995; PIETILAINEN et al., 2008; RONNEMAA et al., 1997;
VAAG et al., 1995), e em ambos os casos a avaliacdo de individuos adultos é a mais comum,
com diferencas epigenéticas mais evidentes e geralmente estas divergéncias intra-par sdo mais
discrepantes.

Outra limitacdo diz respeito ao uso de células sanguineas ao invés de bidpsias de
tecido para identificar a metilacdo de genes. Entretanto, devemos considerar as dificuldades
inerentes a faixa etaria a qual o estudo investigou, uma vez que seria eticamente e
operacionalmente dificil justificar a realizacdo de biopsias em tecidos de criancas saudaveis.
Em funcdo disso, a op¢éao foi em verificar a metilagdo de DNA a partir do sangue periférico, e
ndo nos tecidos.

Nesse sentido, estudos tém sido desenvolvidos no intuito de mostrar que células
sanguineas podem se tornar uma op¢do para estudos envolvendo metilacdo de DNA, além da
utilizacdo desta analise como um potencial biomarcador. Nesse sentido, tem aumentado o
numero de estudos com fluidos corporais como urina, lavagem bronquica, leite materno,
expectoragdo, plasma e sangue periférico (SHIVAPURKAR; GAZDAR, 2010). De acordo
com Li et al. (2012), muitos estudos tem encontrado que a obesidade, dieta e atividade fisica

estdo associados com a metilacdo global do DNA extraido a partir de sangue periférico.



55

N&o obstante, é importante considerar que devido a facil acessibilidade e ao menor
impacto causado na utilizacdo de sangue periférico do que de uma biopsia, o perfil de
metilacdo de genes a partir de sangue periférico pode se tornar uma ferramenta promissora no
diagnostico molecular.

Portanto, considerando as limitacbes do estudo e os resultados encontrados até o
momento, é possivel sugerir que o0 modelo de estudo de caso-controle empregado, sustenta a
hipotese de que a aptiddo cardiorrespiratoria pode modular o metabolismo da glicose na

infancia e adolescéncia.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Os dados do presente estudo ndo mostraram um impacto da aptiddo cardiorrespiratoria
na metilacdo do gene PRKAA2. Porém, quando fatores genéticos sdo controlados, criangas e
adolescentes com baixa aptiddo cardiorrespiratoria sdo suscetiveis a apresentar maior
concentracdo de glicose em jejum. Além disso, a condicdo de maior VO,max demonstrou
influenciar significativamente na relacdo entre as concentra¢bes sanguineas de insulina e
glicose, independente da metilacdo do gene PRKAAZ2. Por outro lado, foi possivel observar
que no grupo GEMEO-1 (mais apto que seu co-irmao), existiu uma relacdo negativa entre
metilacdo do gene PRKAA2 e HDL-C, enquanto que no grupo GEMEO-2 (menos apto que

seu co-irmao) a relacao foi positiva entre metilacdo e CT e LDL-C.
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u nes A¢;¢¢V UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA COMITE DE £TICA EM PESQUISA
A o,
p “JULIO DE MESQUITA FILHO” Y S AT Rd RTh SRR
Campus de Rio Claro -, -

Protocolo n®: 5093 (20-08-09)
Data Registro CEP: 21-0 ¢

Rio Claro, 1° de setembro de 2009.
Oficio CEP 110/2009

Prezado Senhor,

Aprovo “ad referendum” do Comité de Etica em
Pesquisa do Instituto de Biociéncias, UNESP, Campus de Rio Claro (CEP-IB-
UNESP), o projeto de pesquisa intitulado “Interagbes entre atividade fisica e
aptiddo fisica na herdabilidade de marcadores moleculares e bioquimicos
relacionados a sensibilidade a insulina: estudo em gémeos”, sob sua
responsabilidade -—colaboradores: Mario Hiroyuki Hirata; Marcos Roberto
Queiroga e Ricardo Augusto Barbieri, protocolo 5093 de 20.08.2009, data de
registro CEP 21.08.2009.

Atenciosamente,

1/

AN
Profa. Dra. Maria Izabﬁ/éouza Camargo
Coordenadora

\
\

limo. Sr.

Prof. Dr. EDUARDO KOKUBUN

DD. Docente do Departamento de Educacao Fisica — |.B.
UNESP - CRC

Instituto de Biociéncias — Secdo Técnica Académica
Avenida 24-A n° 1515 - CEP 13506-900 ~ Rio Claro - S.P. — Brasil - tel 19 3526-4105 - fax 19 3534-0009 - http://www.rc.unesp.br



AUTORIZAGAO

Autorizamos o aluno Anderson Vulczak, matriculado no Programa de Mestrado
em Ciéncias Farmacéuticas da UNICENTRO, a utilizar o material biolégico proveniente do
projeto de pesquisa “Interacdes entre Atividade Fisica e Aptiddo Fisica na herdabilidade
de marcadores moleculares e bioguimicos relacionados a sensibilidade a insulina: estudo
em gémeos”, com o objetivo de Investigar o padréo de metilagdo da regi&o promotora do
gene /L-8 em gémeos monozigoticos. O projeto possui como coordenador o professor Dr.
Eduardo Kokubun e como colaboradores o Professor Dr. Mario Hiroyuki Hirata, Dr.

Marcos Roberto Queiroga e Ms. Ricardo Augusto Barbieri.
Rio Claro, 25 de maio de 2011

QA

Dr. Eduardo Kokubun
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Dr. Mario Hiroyuki Hirata

Marcos Roberto Queiroga
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Ms. Ricardo Augusto Barbieri
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