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RESUMO

Proteinas desacopladoras (UCPs) estdo presentes na membrana mitocondrial interna
e por meio do transporte de protons do espaco intermembranas para a matriz mitocondrial
desacoplam a oxidacéo dos substratos da sintese de ATP, dissipando a energia do potencial
de membrana e, consequentemente, diminuindo a producdo de ATP pela cadeia respiratoria
mitocondrial. O aumento na expressdo de UCP2 esta relacionado com um risco diminuido
de obesidade e risco aumentado de desenvolvimento de diabetes melito. O polimorfismo -
866G/A na regido promotora do gene da UCP2 esta associado a um aumento da expressao
do RNAm desta proteina. O objetivo do presente estudo foi avaliar o envolvimento do
polimorfismo -866G/A no gene UCP2 nas respostas metabolicas ao exercicio e na taxa
metabolica basal em jovens saudaveis. Foram recrutados 27 homens com idades entre 20 e
35 anos, sem histérico de doencas e sem uso de medicamentos, eutroficos e que nédo
estivessem envolvidos em nenhum tipo de treinamento fisico. Os individuos foram
alocados intencionalmente em trés diferentes grupos, de acordo com o genotipo para o
polimorfismo em questdo: A/A(n=9), A/G (n=10) e G/G (n=8). Todos os individuos foram
submetidos a uma andlise de taxa metabdlica basal e ap6s uma refeicéo padréo realizavam
30 minutos de corrida em esteira em intensidade equivalente a 10% abaixo do 2° limiar
ventilatério. Em jejum, antes do exercicio, logo ap6s realizacdo do exercicio, uma hora
apos e duas horas apos o exercicio foram realizadas coletas de sangue para a verificacdo do
comportamento das concentracdes de glicose, insulina e perfil lipidico. Nao foram
encontradas diferencas entre as respostas dos trés grupos. Este estudo concluiu que
isoladamente o polimorfismo -866G/A ndo exerce influéncia sobre a TMB e respostas de

glicose, insulina e perfil lipidico ao exercicio em jovens saudaveis.

Palavras-chave: UCP2, polimorfismo, exercicio, taxa metabolica basal, parametros

metabdlicos.



ABSTRACT

Uncoupling proteins (UCPs) are present in the inner mitochondrial membrane and
through the transport of protons from the intermembrane space to the mitochondrial matrix
to uncouple oxidation of substrates for ATP synthesis, dissipating the energy of the
membrane potential and, consequently, decreasing the production of ATP by the
mitochondrial respiratory chain. The increased expression of UCP2 is associated with a
decreased risk of obesity and increased risk of developing diabetes mellitus. The
polymorphism -866G/A in the promoter region of the UCP2 gene is associated with an
increased MRNA expression of this protein. The aim of this study was to evaluate the
involvement of the polymorphism -866G/A UCP2 gene in the metabolic responses to
exercise and basal metabolic rate (BMR) in healthy young adults. We recruited 27 men
aged between 20 and 35 years without history of disease and drug treatment, eutrophic and
that were not involved in any type of physical training. The individuals were placed
intentionally in three different groups according to genotype for the polymorphism related
above: A/A (n=9), A/G (n=10) and G/G (n=8). All subjects underwent an analysis of BMR
and after a standard meal performed 30 minutes of treadmill running at an intensity
equivalent to 10% below the 2nd ventilatory threshold. Fasting, before exercise,
immediately after exercise, after one hour and two hours after exercise, blood samples were
collected to verify the behavior of glucose, insulin and lipid profile. No differences were
found between the responses of the three groups. This study concluded that the
polymorphism -866G/A in an isolated way does not influence BMR and responses of

glucose, insulin and lipid profile over exercise in young healthy men.

Keywords: UCP2, polymorphism, exercise, basal metabolic rate, metabolic parameters.
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1 INTRODUCAO

Proteinas desacopladoras (UCPs) estdo presentes na membrana mitocondrial interna
e fazem parte de uma superfamilia de proteinas transportadoras. A UCP1, a UCP2 e a
UCP3 tém similaridades nas suas estruturas, mas possuem uma expressdo tecidual
diferente. Por meio do transporte de protons do espago intermembranas para a matriz
mitocondrial, essas UCPs desacoplam a oxidacdo dos substratos da sintese de ATP,
dissipando a energia do potencial de membrana e, conseqlientemente, diminuindo a
producdo de ATP pela cadeia respiratéria mitocondrial. A dissipagdo de energia pelas
UCPs pode ter diversas fungdes: producdo de calor (UCP1), regulacdo do metabolismo de
acidos graxos livres (UCP2 e UCP3) e diminuicdo da formacdo de espécies reativas de
oxigénio (UCP1 a 3) (Jezek, 2002).

O aumento na expressao de UCP2 estd relacionado a um risco diminuido de
obesidade (Ukkola et al, 2001) e risco aumentado de desenvolvimento de diabetes melito.
A UCP2, por diminuir a ressintese de ATP nas células pancreaticas, diminui a secrecdo de

insulina, podendo levar a um quadro de diabetes (Chan et al, 2004).

O polimorfismo -866G/A na regido promotora do gene da UCP2 esta associado a
um aumento da expressdo do RNAm desta proteina (Chan et al, 2004 ). Uma série de
estudos tem demonstrado a associacdo deste polimorfismo com alteracGes na secrecédo de
insulina (Sesti et al, 2003), resisténcia a insulina (D’Adamo et al, 2004), diferentes taxas de
oxidacdo de gordura e carboidratos em repouso (Le Fur et al, 2004) e niveis de colesterol
HDL (Cha et al, 2007).

Uma série de polimorfismos nos genes de diferentes proteinas relacionadas com o
metabolismo tem sido estudada em situacéo de repouso. Entretanto, estudos que verifiqguem
a influéncia destes polimorfismos sobre o metabolismo durante exercicio sdo pouco
frequentes (Morita et al, 2009; Buemann el al, 2001). De acordo com 0 nosso
conhecimento ndo existem estudos que verifiquem a influéncia do polimorfismo -866G/A
no gene UCP2 sobre parametros metabdlicos durante exercicio.

Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar se o polimorfismo -866G/A
no gene UCP2 esta envolvido em respostas metabolicas ao exercicio e de taxa metabdlica

basal. Além disso, visa especificamente, avaliar se este polimorfismo estd envolvido nas
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respostas de taxa metabdlica basal (TMB) e quociente respiratério (RER), glicemia,

insulinemia e perfil lipidico ao exercicio agudo em jovens saudaveis.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 FOSFORILAGCAO OXIDATIVA

Para manter suas fungdes, as células necessitam de energia proveniente de fontes
externas como os carboidratos e lipidios. Estes combustiveis, ap6s entrada nas células, séo
metabolizados por diferentes vias, iniciando no citosol. Na maioria dos casos, 0S
intermediarios metabolicos gerados no citosol sdo transportados para dentro da
mitocdndria, onde se d& inicio a fosforilacdo oxidativa (Hesselink et al, 2003; Krauss et al,
2005).

A fosforilacdo oxidativa € o processo pelo qual o ATP é sintetizado durante a
transferéncia de elétrons do FADH, e NADH para o oxigénio. A transferéncia de elétrons
através da cadeia de transporte de elétrons localizada na membrana interna da mitocondria
provoca o bombeamento dos ions de hidrogénio (H") da matriz interna da mitocondria para
0 espaco entre as membranas internas e externas da mitocéndria. A alta concentracdo de
cargas positivas destes ions no espago intermembranas faz com que os prétons H* voltem
para a matriz mitocondrial através do complexo protéico FO-F1, localizado na membrana
interna. A reentrada do H* provoca uma forca propulsora de prétons que é utilizada para a
ressintese de ATP através da ATP sintase, localizada neste complexo (Maughan et al,
2000).

Entretanto, o processo de reentrada de prétons e sintese de ATP ndo é totalmente
eficiente. Isto porque prétons podem retornar a matriz mitocontrial por uma via alternativa
a da ATP sintase, liberando a energia proveniente da oxidacdo e que seria utilizada para a
ressintese de ATP em forma de calor (Krauss et al, 2005).

Sendo assim, nem toda a energia liberada pela oxidacdo de substratos gera energia
quimica. Mamiferos ndo hibernantes, como o homem, mantém sua temperatura corporal
em torno de 37°C através desta permanente termogénese metabdlica. Esta desacoplacdo da
fosforilagdo oxidativa da sintese de ATP é considerado o mecanismo que explica em
grande parte a producéo de calor pela termogénese de repouso (Ricquier, 2006).

As proteinas desacopladoras (UCPs) sdo uma via alternativa para o retorno de
prétons para a matriz mitocontrial e, portanto desacoplam a fosforilacdo oxidativa da
sintese de ATP.

2.2 PROTEINAS DESACOPLADORAS (UCPs)
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As UCPs pertencem ao grupo de proteinas mitocondriais carreadoras de anios e
localizam-se na membrana interna da mitocondria. Estas proteinas foram identificadas em
varias espécies de animais e plantas. Nos mamiferos séo descritos cinco homologos de
UCP, UCP1-UCP5 (Krauss et al, 2005).

A UCP1, primeira UCP descoberta e primeiramente observada em animais
hibernantes, é responsavel pela termogénese no tecido adiposo marrom (TAM). Quando
ativado, o TAM rapidamente oxida acidos graxos e produz calor, isto porque o grande
numero de UCP1 no TAM permite que a energia liberada pela oxidacao seja dirigida para a
producdo de calor, ou seja, desacopla a fosforilacdo oxidativa da sintese de ATP (Ricquier,
2006).

O TAM esta presente em recém-nascidos e jovens na maioria das espécies animais
que necessitam de termogénese independente de tremores para compensar perdas de calor.
Em fetos humanos, adipdcitos marrons sdo observados na vigésima semana de gestacao e a
UCP na vigésima quinta semana. Meses e anos apds o nascimento o TAM acumula lipedes.
Portanto, em adultos o TAM, em sua grande maioria, desaparece ou torna-se
termogenicamente inativo. Pela pequena quantidade de adipdcitos marrons encontrados em
humanos adultos, provavelmente a atividade termogénica do TAM nesta populagdo seja
baixa, contribuindo com 1 a 2% da oxidacdo de &cidos graxos e do gasto calorico total
(Ricquier, 2006).

O retorno de prétons para a matriz mitocondrial mediado pela UCP1 é controlado
pelo sistema nervoso simpatico. A estimulacdo de receptores p-adrenérgicos pelas
catecolaminas provoca uma resposta celular coordenada e mediada por acidos graxos,
levando a ativacdo de UCP. Ao mesmo tempo ha um aumento do transporte, mobilizacéo e
oxidacdo de substrato, com aumento da producdo de NADH e FADH,, 0 que é necessario
para manter a entrada de prétons mediada por UCP. Os mecanismos pelo qual os acidos
graxos estimulam diretamente a atividade de UCP1 ainda ndo sdo amplamente

compreendidos (Krauss et al, 2005).

2.3 UCP2 e UCP3
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O gene da UCP2 humana esté localizado préximo ao gene da UCP3 no cromossomo
11 (regido 11g13). Em humanos, a regido 11q13 esta ligada a taxa metabdlica de repouso e
ao percentual de gordura corporal (Krauss et al, 2005).

Ao contrario da UCP1, UCP2 e UCP3 sdo expressas em varios tecidos. A UCP2
humana tem uma distribuicdo tecidual bastante ampla, sendo expressa nos tecidos adiposos
marrom e branco, musculo esquelético, coracdo, rins, células da retina e ilhotas
pancreaticas; enquanto a UCP3 humana esta basicamente restrita ao muasculo esquelético
(Jezek, 2002).

Por terem grande sequéncia idéntica a UCP1, presume-se que UCP2 e UCP3
também permitam o retorno de prétons para a matriz mitocondrial, desacoplando a
fosforilacdo oxidativa da sintese de ATP (Krauss et al, 2005).

UCP2 e UCP3 participam da regulacdo metabdlica. UCP2 regula negativamente a
secrecdo de insulina e pode controlar a deposicdo de gordura. A UCP3 provavelmente
esteja relacionada com o metabolismo de &cido graxo no musculo esquelético (Rousset et
al, 2004). O locus génico das UCPs 2 e 3 pode estar envolvido na determinacdo do peso

corporeo e com a obesidade (Yanovski et al, 2000).

2.4 POLIMORFISMOS NO GENE UCP2

Qualquer segmento especifico de DNA humano com cerca de 1000 pares de bases
de tamanho contém, em média, apena um par de bases que varia entre dois individuos da
populacdo. Diferentes versdes de certa sequéncia de DNA em um determinado local
cromossdmico (locus) sdo chamados de alelos. Quando os alelos sdo tdo comuns que sdo
encontrados em mais de 1% dos cromossomos na populagdo em geral, os alelos constituem
0 que e conhecido como polimorfismo genético (Nussbaum et al, 2008).

No gene da UCP2 foram descritos trés polimorfismo frequentes: o polimorfismo
+4787 C/T que causa a troca de uma alanina por uma valina na posi¢do 55 do éxon 4
(Ala55Vval) (Nedergaard et al, 2005); o polimorfismo +7941 I/D que €é uma
insercdo/delecdo de 45bp na regido 3’UTR do éxon 8 (Esteves and Brand, 2005) e 0
polimorfismo -866G/A na regido promotora, 0 qual esta associado a um aumento da
expresséo do RNAmM da UCP2 (Chan et al, 2004). Os resultados dos estudos desses
polimorfismos em diferentes populagdes tém sido bastante varidveis: enquanto alguns

estudos mostraram associa¢do de um ou mais desses polimorfismos com gasto energetico,
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obesidade, niveis reduzidos de secrecdo de insulina pelas células-beta, resisténcia a insulina
e/ou DM2, outros estudos ndo foram capazes de encontrar nenhuma associacdo desses

polimorfismos com essas caracteristicas.

2.5 UCPs, DIABETES E OBESIDADE

Por desacoplar o metabolismo da célula-beta da geracdo de ATP, a UCP2 tem sido
reportada como regulador negativo da secrecdo de insulina estimulada por glicose (Chan et
al, 1999). A secrecao de insulina depende de ATP em varias etapas do processo e estima-se
que 98% da producdo de ATP na célula-beta seja dependente do metabolismo oxidativo
mitocondrial (Chan et al, 2004).

O polimorfismo -866G/A resulta no aumento dos niveis de RNAmM de UCP2 em
células adiposas humanas e é associado com reduzido risco de obesidade mas aumentado
DM2 (Esterbauer et al, 2001; Krempler et al, 2002). llhotas pancreéticas isoladas de
individuos ndo diabéticos com o gendtipo -866A/A deste polimorfismo, mostraram menor
secrecdo de insulina em resposta a estimulacdo com glicose comparado com o0s gendtipos -
866G/A e -866G/G (Sesti et al, 2003). Além de afetar a secrecdo de insulina, este gendtipo
também parece estar associado a resisténcia a insulina, suportando a possibilidade de que
este polimorfismo pode contribuir para o desenvolvimento de DM2 por afetar tanto a
secrecdo de insulina quanto a sua acdo (D’Adamo et al, 2004)

Ao contrario, na populacdo caucasiana estudada, o alelo A do polimorfismo -866 foi
associado com reduzido risco de desenvolvimento de DM2 e o genétipo GG foi associado
com um aumento de 12% de risco de desenvolvimento de DM2 (Bulotta et al, 2005). Em
populagéo obesa, o alelo A foi relacionado com hiperinsulinemia (Srivastava et al, 2009).

O gene da UCP2 parece estar também envolvido no desenvolvimento de
complicacgdes provenientes do DM2. Os gen6tipos G/A e A/A do polimorfismo -866 G/A
estdo associados com diminuicdo da velocidade de conducdo nervosa em pacientes DM2
japoneses, uma indicacdo de desenvolvimento de neuropatia periférica diabética (Yamasaki
et al, 2006).

Em DM1, um risco reduzido significante de desenvolvimento de neuropatia
diabética para os heterozigotos ou homozigotos para o alelo A do polimorfismo -866G/A e

para o0 alelo T do polimorfismo C-55T do gene UCP3 foi observado, sugerindo que altas
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expressdes de UCPs podem previnir os danos neuronais mediados pela mitocondria
(radicais livres) e consequentemente, a neuropatia diabética (Rudofsky et al, 2006).

Outros polimorfismos no gene da UCP2 parecem apresentar associacdo com DM2: -
5331G>A (AA), -3998C>G (GG) e +320C>T (Ab5V) (CC), sendo que 0s gendtipos em
parénteses apresentam o maior risco de desenvolvimento de DM2 (Lee et al, 2008).

Como potenciais desacopladores da fosforilagdo oxidativa e consequente dissipacéo
de energia, mutacfes nos genes das UCPs podem contribuir para a variacdo no balanco
energético, regulacdo do peso corporal e, potencialmente, para o desenvolvimento da
obesidade (Ukkola et al, 2001). Em europeus de meia idade o polimorfismo -866G/A do
gene da UCP2 parece estar relacionado a obesidade, sendo que o alelo A deste
polimorfismo foi associado ao aumento da transcri¢cdo do gene da UCP2 e diminuicdo do
risco de obesidade (Esterbauer et al, 2001)

Este mesmo polimorfismo também pode estar associado a modificacdes na
oxidacdo de diferentes substratos. Jovens obesos, com o genotipo A/A apresentam maiores
taxas de oxidacdo de glicose e menores taxas de oxidacdo de gordura em situacdo de
repouso (Le Fur et al, 2004). O gendtipo A/A desse polimorfismo também foi associado
com menores diminui¢es de IMC e massa de gordura apds restricdo calorica, indicando
novamente a relacdo deste polimorfismo com a utilizag&o de gordura corporal (Yoon et al,
2007).

Por estarem relacionados com a regulacdo de oxidacdo de substratos, 0s genes da
UCP1, 2 e 3 podem contribuir para a recuperacdo apds periodo com ingesta caldrica
excessiva, podendo estar envolvidos nas respostas a elevadas cargas caldricas (Ukkola et
al, 2001).

Os genes da UCP também podem estar envolvidos com risco de aterosclerose
através de seus efeitos no colesterol HDL. Os polimorfismos -866G/A e Ala55Val do gene
da UCP2 exibem significante associacdo com os niveis desta lipoproteina. Os genotipos
recessivos A/A para o polimorfismo -866G/A e Val/Val para o polimorfismo Ala55Val

estdo relacionados com menores niveis de colesterol HDL em coreanos (Cha et al, 2007).

2.6 UCPs E EXERCICIO

Os efeitos do exercicio aerobio sobre a reducdo de peso corporal variam entre 0s

individuos. Isto € influenciado por uma série de fatores como intensidade do exercicio,
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massa muscular, nivel de horménios circulantes, idade e sexo. Os gendtipos dos genes
envolvidos no gasto energético tambem afetam a eficiéncia do exercicio aerobio. Variagoes
nos genes da UCP podem afetar ndo somente a taxa metabdlica basal, mas também podem
influenciar o custo energetico de exercicio (Morita et al, 2009; Buemann el al, 2001).

Avaliando o efeito do polimorfismo Ala55Val do gene da UCP2, Buemann et al
testaram a eficiéncia de exercicio, definida como a relacdo entre o trabalho total e o gasto
energético, durante exercicio em cicloergbmetro. Na populacdo estudada, a eficiéncia do
exercicio foi maior no grupo com o genotipo val/val comparado com o grupo de sujeitos
ala/ala. N&o houve diferenga significativa no RER entre os dois grupos, mas houve
tendéncia de maiores valores nos individuos val/val (Buemann et al, 2001).

O polimorfismo Trp64Arg do gene 3-AR, outro gene que parece estar associado
com o gasto calorico, foi associado com reducdes das taxas de oxidacdo de gordura. O
gasto caldrico, avaliado através da calorimetria indireta, foi mensurado durante exercicio
aerdbio a 60% da frequéncia cardiaca maxima durante 30 minutos. Os niveis de oxidacao
de gordura durante repouso e durante exercicio aerébio dos individuos do sexo masculino
com o genotipo Trp/Arg do gene B3-AR foi significativamente menor que o gendtipo
Trp/Trp (Morita et al, 2009).

Polimorfismos nos genes do B3AR e UCPl foram associados com melhoras
mediadas por exercicio na tolerdncia a glicose e resisténcia a leptina em japoneses
saudaveis. Apds programa de exercicio a 50% da FC maxima, duas a trés vezes por
semana, por trés meses, 0s niveis de leptina e frutosamina diminuiram significativamente
nos individuos com gendétipo Trp/Trp e a glicose plasmética diminuiu significativamente
nos genotipos Trp/Trp e Trp/Arg do polimorfismo do gene do B3-AR. Os niveis de glicose
e frutosamina foram significativamente reduzidos respectivamente nos genoétipos A/G e
G/G do polimorfismo da UCP1 (Kahara et al, 2002).

Ap6s exercicio agudo ha um aumento na expressdo de UCPs. Acidos graxos livres
estdo associados com uma regulacéo positiva do RNAm de UCP3 e 0 exercicio € capaz de
aumentar os niveis plasmaticos de acidos graxos. Portanto, o exercicio agudo parece ndo ter
um efeito direto sobre a expressdao de UCP3, mas sim tem um efeito indireto por elevar os
niveis de acidos graxos livres (Schrauwen et al, 2002).

O treinamento, ao contrario, parece reduzir a atividade da UCP3. O VOymax €
negativamente correlacionado com niveis de UCP3, assim como a eficiéncia mecanica. Isto

sugere que o treinamento produz uma resposta adaptativa fisiologica levando a uma menor
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atividade de desacoplamento pela UCP3 no musculo esquelético, aumentando assim a
eficiéncia mecénica (Schrauwen et al, 1999).
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3 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS
3.1 PROBLEMA DE PESQUISA

O polimorfismo -866G/A no gene UCP2 afeta as respostas metabdlicas ao

exercicio?

3.2 OBJETIVOS

3.2.1 OBJETIVO GERAL

. Verificar a influéncia do polimorfismo -866G/A no gene UCP2 sobre as
respostas de taxa metabdlica basal e pardmetros metabdlicos a uma sessdao aguda de

exercicio aerébio em jovens saudaveis.

3.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Verificar se o polimorfismo -866G/A no gene UCP2 influencia as respostas
de TMB e RER;
o Verificar se o polimorfismo -866G/A no gene UCP2 influencia as respostas

de insulina ao exercicio aerdbio;

o Verificar se o polimorfismo -866G/A no gene UCP2 influencia as respostas

de glicemia ao exercicio aerobio;

o Verificar se o polimorfismo -866G/A no gene UCP2 influencia as respostas

de lipemia ao exercicio aerobio.



20

3.3 HIPOTESES

H1- o polimorfismo -866G/A no gene UCP2 influencia as respostas de TMB e
RER;

H2- O polimorfismo -866G/A no gene UCP2 tem efeito sobre as respostas de

insulina ao exercicio;

H3- O polimorfismo -866G/A no gene UCP2 tem efeito sobre as respostas

glicémicas ao exercicio;

H4- O polimorfismo -866G/A no gene UCP2 tem efeito sobre as respostas

lipémicas ao exercicio.

3.4 DEFINICAO OPERACIONAL DAS VARIAVEIS

Jovens saudaveis: Homens com idades entre 20 e 35 anos, sem historico de doencas
metabdlicas, sem uso de medicamentos e eutréficos.

Gendtipos do polimorfismo -866G/A no gene UCP2: sdo os trés genotipos deste
polimorfismo: G/G, G/A e A/A.

Sessdo aguda de exercicio: sessdao de exercicio realizada em esteira e em
intensidade equivalente a 10% abaixo do segundo limiar ventilatorio por 30 minutos.

Taxa metabolica basal: Quantidade de energia gasta para a manutencdo das fungdes
vitais do organismo, expressa em kcal/dia.

RER: relacdo entre o volume de CO; produzido e o volume de O, consumido.
Valores desta relacdo proximos a 0,7 expressam contribuicdo predominante da oxidacao
lipidica para o fornecimento energético, enquanto que valores proximos de 1,0 relacionam-
se a oxidacdo de carboidratos.

Glicemia: concentracdo sanguinea de glicose.

Perfil lipidico: analise de triglicerideos, colesterol total, colesterol HDL e colesterol
LDL.
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3.5 POPULACAO E AMOSTRA

Foram recrutados homens, com idades entre 20 e 35 anos, sem historico de doencas
e sem uso de medicamentos, eutréficos e que ndo estivessem envolvidos em nenhum tipo
de treinamento fisico. O recrutamento foi realizado por meio de convites em universidades
e anincios em jornais.

Apds a realizacdo de um teste de VO,max para a determinacdo do nivel de
capacidade funcional, que deveria estar entre 35 e 50 ml/kg/min, era realizada a analise
genética. Dos 70 individuos avaliados no primeiro teste, 48 tiveram amostras sanguineas
coletadas para serem genotipadas. O protocolo de estudo foi completado por 27 sujeitos,
alocados intencionalmente em cada um dos trés grupos, de acordo com o gendtipo do gene
em questdo: A/A (n=9), G/A (n=10) e G/G (n=8).

3.6 DESENHO DE ESTUDO

O estudo foi um ensaio clinico com alocacdo intencional dos sujeitos nos grupos, de
acordo com o seu gen6tipo para o polimorfismo em questéo.

As coletas de dados foram realizadas no Laboratério de Pesquisa do Exercicio da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Na primeira visita era realizada uma
anamnese (anexo A)e em seguida os voluntarios assinavam o Termo de Compromisso
Livre e Esclarecido (anexo B), aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre no projeto aprovado sob o nimero 10-0236. Apds realizavam um
teste de VO,nmax € se 0 resultado fosse entre 35 e 50 ml/kg/min amostras de sangue eram
coletadas para serem genotipadas.

Uma segunda visita ao LAPEX era agendada para a realizacdo da sessdo aguda de
exercicio na intensidade determinada através do teste maximo. Nesta visita o voluntario
chegava ao laboratdrio pela manhd, em jejum de 12 horas. Primeiramente era realizada uma
avaliacdo de taxa metabolica basal, ap6s o voluntario recebia uma refeicdo padréo
composta por 60% de carboidratos, 12% de proteinas e 28% de gorduras. Uma hora apds o

consumo da refei¢do padréo iniciava-se a sessao aguda de exercicio.
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Em jejum, antes do exercicio, logo apds realizacdo do exercicio, uma hora apds e
duas horas ap6s o exercicio foram realizadas coletas de sangue para a verificacdo do

comportamento das concentracOes de glicose, insulina e perfil lipidico.

Estdo detalhados a seguir os protocolos adotados para o estudo.

3.7 GENOTIPAGEM

O DNA foi extraido a partir de leucécitos do sangue periférico utilizando-se o
método descrito por Lahiri e Nurnberger Jr., 1987. O polimorfismo -866G/A na regido
promotora do gene da UCP2 foi determinado através da técnica de reacdo em cadeia de
polimerase (PCR). Os produtos de PCR obtidos foram submeditos a clivagem com a
enzima de restricdo Mlul (Invitrogen Life Technologies, Inc., San Diego, CA, USA), como
previamente descrito (Sasahara et al, 2004) e os fragmentos obtidos foram separados em
gel de algarose 3% corado com brometo de etideo e posteriormente visualizados sob luz
ultra violeta no aparelho ImageMaster VDS (GE HealthCare, London, UK).

3.8 MEDIDAS ANTROPOMETRICAS

Todas as avaliacbes de composicdo corporal foram realizadas pelo mesmo
avaliador (nivel Il ISAK- International Society for the Advancement of
Kineanthromopetry) usando os procedimentos estabelecidos pela ISAK (Marfell-Jones et
al, 2006). As medidas de estatura, massa, comprimentos, didmetros, perimetros e dobras
cutaneas foram utilizados para fracionar a massa corporal total em cinco componentes
(massa de gordura, muscular, residual, dssea e pele). Massa de gordura e muscular foram

utilizadas para a caracterizacdo da amostra.

3.9 DETERMINACAO DO VO, nax

A determinacdo do VO,max foi realizada a partir do analisador metabolico

automatizado MGC CPX/D (Medical Graphics Corporation, USA), que era ligado uma
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hora antes do teste para aquecimento e estabilizacdo das células analisadoras de O, e CO,.
Concluida esta etapa, procede-se a calibra¢do do equipamento.

Durante os testes, foram registrados os seguintes parametros: consumo de oxigénio
(VO,), producao de CO, (VCOy,), ventilacdo (VE), pressdo de O, no final da expiracdo
(PETO,), pressdo de CO, no final da expiracdo (PETCO,), razdo de troca respiratéria
(RER), freqliéncia cardiaca (FC), tempo e velocidade.

Antes do teste era realizada a colocacdo de um freqiiencimetro (POLAR S610,
Finlandia), assim como da mascara de coleta de gases acoplada ao ergoespirdmetro.

O teste de carga progressiva maxima foi realizado em esteira rolante. Apos
aquecimento, o protocolo foi constituido de uma velocidade inicial de 7 km/h, com
incrementos adicionais de 1 km/h a cada minuto até a exaustao, e recuperacao de 5 minutos
a 5 km/h. O teste era interrompido quando: voluntariamente solicitado, RER maior que
1,15, FC préxima da méxima prevista ou quando houvesse plat6 na curva de VO..

A partir dos resultados foram determinados os limiares ventilatorios (LV). A
determinacéo foi feita por andlise visual, por dois avaliadores indenpententes. Em caso de
duvida, a determinacdo de um terceiro avaliador era solicitada. O VO, do LV; foi
determinado a partir do primeiro aumento (quebra na curva de incremento) na VE,
proporcional ao aumento na producéo de CO,. O LV,, que representa uma intensidade alta
com consideravel acimulo de lactato (a producdo excede a metabolizagdo) é acompanhado
por uma hiperventilacdo em resposta a acidose, foi determinado através do aumento
simultaneo no VE.VO," e do VE.VCO,' enquanto que a pressdo expirada de CO
(PETCO,) comeca a diminuir. O VO,max foi determinado como o maior valor obtido
durante o teste.

3.10 TAXA METABOLICA BASAL

Os individuos foram instruidos a ndo realizar atividades fisicas de intensidade
moderada a alta 24 hotas antes do teste, bem como ndo consumir alcool, cafeina ou
qualquer tipo de medicacdo nesse periodo sem comunicacdo a equipe pesquisadora. No
periodo de 12 horas que antecederam o teste, os individuos mantiveram jejum, sendo
permitido o consumo de agua pura. Foi solicitado que todos tivessem uma noite de sono de,
no minimo, 8 horas. Os participantes foram instruidos a comparecer ao locar do teste

utilizando veiculo motorizado, evitando o aumento do gasto energitico antes da coleta de
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TMB. Todos os testes de TMB foram realizados em sala climatizada entre 20 e 25°C, com
ruidos controlados e com luminosidade baixa.

O protocolo foi constituido de 10 minutos de repouso em maca na posic¢do de
decubido dorsal, seguido de 30 minutos de captacdo de gases expirados por intermédio de
maéscara e captador acoplado. Para a determinacdo dos valores de VO, e VCO; foi utilizado
um analisador de gases computadorizado (MedGraphics Cardiorespiratory Diagnostic
Systems, modelo CPX-D), o sitema de coleta utilizado foi breath-by-breath.

Para a analise dos dados foram descartados os primeiros 10 minutos de captacdo de
gases, sendo assim para o célculo da TMB utilizados os valores de VO, e VCO, (I/min) dos
20 minutos finais de cada coleta. Para a obtencdo dos valores de Kcal/min foi utilizado a
equacdo proposta por Weir: (3,9XVO0O,) + (1,1XCO,), que dispensa a utilizacdo do
metabolismo protéico ao incorporar um fator de correcdo. Finalmente o resultado em

kcal/min foi multiplicado por 1440, a fim de obtermos o valor para 24 horas.

3.11 CONTROLE DIETETICO

Todos os participantes foram instruidos a ndo consumir bebidas alco6licas e/ou que
continham cafeina por no minimo 24 horas anteriores ao protocolo. Além disso, outros
cuidados nutricionais foram observados, como descritos a seguir:

Registro Alimentar de 24 h: Na visita preliminar, foi entregue e devidamente explanado aos
individuos um documento para preenchimento do registro alimentar (anexo C). Cada
participante registrou todas as bebidas e alimentos consumidos no dia anterior ao
experimento principal. As refeicdes foram descritas com os alimentos em questdo, 0s
horérios, as quantidades em medidas caseiras e, se houvesse necessidade, a marca do
produto. O registro preenchido pelos participantes foi entregue ao nutricionista no dia do
experimento principal e todas as anotagdes foram conferidas e discutidas com o sujeito para
evitar erros de interpretacao.

Refeicdo pré-exercicio: Previamente ao exercicio foi fornecida aos individuos uma refeicdo
de composicdo mista (60% Carboidratos, 28% Lipidios e 12% Proteinas). A mesma era
composta de pdo tipo bisnaguinha, requeijdo cremoso e suco de laranja industrializado. A
refeicdo foi calculada individualmente a fim de cobrir a demanda energética decorrente do
exercicio, promovendo um balanco energético neutro (isoenergética). O célculo da

quantidade calorica da refeicéo foi feito a partir da intensidade de exercicio (VO), duracédo
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do exercicio e massa corporal do individuo (Ainsworth et al, 2000). Os individuos tiveram

15 minutos para consumir a refeicdo. Foi provida agua ad libitum durante o experimento.

3.12 SESSAO AGUDA DE EXERCICIO

A sessdo aguda de exercicio foi realizada pela manhd, sem que os voluntarios
tivessem realizado atividade fisica de alta intensidade nas dltimas 48 horas.

Primeiramente o voluntario passava por uma avaliagdo de TMB e apés recebia a
refeicdo. Uma hora ap6s consumir a refeicdo, foi realizado o exercicio em esteira, em
intensidade equivalente a 10% abaixo do LV».

Primeiramente era realizado um aquecimento por cinco minutos em intensidade
equivalente a 50% da intensidade almejada para o protocolo (50% do valor correspondente
a 10% abaixo do LVy). Esta intensidade era aumentada para 100% do valor almejado no 5°
minuto. O exercicio prosseguiu por mais 30 minutos. Durante toda a sesséo de exercicio foi
realizada a ergoespirometria com 0s mesmos equipamentos utilizados durante o teste
maximo para a manutencdo do VO, A velocidade foi ajustada sempre que necessario
durante o exercicio para manter o VO, dentro de uma faixa de 5% abaixo e 5% acima do

valor estipulado para o teste. A FC foi monitorada a cada minuto de exercicio.

3.13 COLETAS DE SANGUE

Na sessdo aguda de exercicio houve uma coleta de 6 ml sangue em jejum (momento
0), outra antes da realizagdo do exercicio (momento 1), imediatamente ap0s 0 exercicio
(momento 2), uma hora ap6s (momento 3) e duas horas apds o exercicio (momento 4) para
as andlises de perfil lipidico, insulina e glicose, somando um total de cinco coletas de

sangue no dia da sessdo aguda de exercicio (Figura 1).
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Figura 1: Desenho esquematico do experimento principal.

O sangue coletado foi colocado em tubos com ativador de coagulo. Apds, 0s
mesmos foram centrifugadas durante 10 minutos em velocidade de 3500 RPM e
temperatura de 5°C para que houvesse a separacao do soro que foi aliquotado, armazenado
em tubos de ensaio e congelado a -80°C para posterior analise.

As anélises bioquimicas foram realizadas no Laboratdrio de Bioquimica do HCPA

conforme métodos especificados abaixo:

e Colesterol HDL: Enzimatico Colorimétrico (Advia Bayer®; Mega Bayer®)
e Colesterol LDL: Equacdo de Friedewald

e Colesterol Total: Enziméatico Colorimétrico (Advia Bayer®; Mega Bayer®)
e Glicose: Enziméatico UV Hexoquinase (Advia Bayer®; Mega Bayer®)

e Insulina: Eletroquimioluminescéncia (Elecsys®)

e Trigliceridios: Enzimético Colorimétrico (Advia Bayer®; Mega Bayer®)

Nos cinco momentos de coletas de sangue, amostras adicionais foram coletadas
para estabelecer valores de hematdcrito e hemoglobina. Para analise de hematdcrito foram
utilizados 20 pl de sangue em capilares de microhematdcrito ndo heparinizados e para
hemoglobina, 12 ul de sangue foram analisados em medidor de hemoglobina portatil
(StatSite, M, Brasmédica, Brasil) pelo método de fotometria de refletancia. Os valores de
hematocrito e hemoblobina foram utilizados para calculo de volume plasmatico, por meio
do métodos proposto por Dill e Costill (1974). Os valores pré exercicio, ou seja, com 0
sujeito devidamente alimentado, foram considerados os valores de base e os outros

momentos foram ajustados em relagéo a eles.
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3.14 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis foram descritas por meio de média e desvio padréo.

O teste de Shapiro-Wilk foi aplicado para avaliar a distribui¢do dos dados.

Homogeneidade das variancias foi verificado pelo teste de Levene e o teste de
Mauchly foi aplicado para a verificacdo da esfericidade.

As variaveis de caracterizacdo da amostra e de registro alimentar, TMB e RER
foram comparadas entre os grupos por meio da ANOVA one-way.

Para comparar 0s trés grupos nos cinco momentos testados das analises sanguineas
foi aplicada uma ANOVA de modelo misto (3x5), sendo faores 0s grupos e 0s momentos.

As diferencas nos resultados da lipemia, insulina e glicose entre os diferentes
momentos de avaliacdo foram verificadas por meio da ANOVA para medidas Repetidas
com correcdo para as comparagdes multiplas de Bonferroni.

O nivel de significancia adotado foi de 5% e as andlises foram realizadas no

programa SPSS versdo 19 for Windows.
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4 RESULTADOS
4.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

A Tabela 1 apresenta os dados de caracterizagcdo da amostra. N&o foram verificadas
diferencas estatisticamente significativas nas variaveis de caracterizacdo da amostra entre

0s trés grupos do estudo.

Tabela 1: Dados de caracterizacdo da amostra expressos em média =+ dp.

AJ/A (n=9) G/A (n=10) G/G (n=8) p=
Idade (anos) 26,55 24,3+3,4 25,6145 0,53
Massa (kg) 71,947,6 76,8+8,5 67,6+8,6 0,08
Estatura (m) 1,76+0,02 1,76+0,05 1,76+0,05 0,99
% Gordura 29,4444 28,8+4,7 28,945 0,95
% Massa Muscular 43,6+2,8 44,3+4,1 43,9+27 0,89
VOzmax (MI/kg/min) 47,8+3,4 47,8+3,2 47,1+3,3 0,9

4.2 REGISTROS ALIMENTARES

A andlise dos registros alimentares do dia anterior ao exercicio demonstrou que ndo
houve diferenca significativa no consumo caldrico e propor¢do de macronutrientes entre 0s

grupos, como apresentado na Tabela 2.
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Tabela 2: Andlise dos registros alimentares dos trés grupos. Valores expressos em

médiazdp.

AIA GIA GIG p=
Valor energético total(Kcal) | 2327,3t644  1995,9+663,6 2058,5+545,3 0,49
Carboidratos(%) 47+8,9 50,318 51,7+8,7 0,50
Carboidratos(g) 270,1+74,5 249,3+79,6 266,9+78,7 0,82
Proteinas(%) 20, 4+7.8 17,6+4,6 17,3+6,5 0,54
Proteinas(g) 114,7+41,1 90,3+41,9 91,52+49,4 0,42
Proteina/kg peso corporal 1,57+0,5 1,17£0,5 1,3+0,6 0,31
Lipideos(%) 32,447,3 3247,8 30,645,9 0,86
Lipideos(g) 87,5+38,1 72,8+33,12 69,4+20,4 0,46

4.3 TAXA METABOLICA BASAL E RER

A TMB e RER néo diferiram entre os grupos estudados, como demonstrado na
Tabela 3.

Tabela 3: Valores de TMB e RER. Valores expressos em médiaxdp.

AIA GIA GIG p=
TMB (Kcal/dia) | 1701,4£279,2 1794,4+315,2 1748,2+256,4 0,36
RER 0,77+0,05 0,75+0,03 0,78+0,04 0,44

4.4 TRIGLICERIDEOS

A ANOVA de modelo misto apresenta um efeito do momento sobre as
concentracgdes de triglicerideos (p<0,05), mas ndo apresenta efeito do grupo (p=0,93) bem
como interacdo entre grupo e momento (p=0,57). As diferencas entre momentos estdo
apresentados na Figura 2.
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Figura 2: Comportamento da concentracdo de triglicerideos. *= diferencas estatisticamente
significativas para o grupo A/A (p<0,05).
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4.5 INSULINA

A ANOVA de modelo misto apresenta um efeito do momento sobre as
concentracdes de insulina (p<0,05), mas ndo apresenta efeito do grupo (p=0,29) bem como
interacdo entre grupo e momento (p=0,35). O comportamento das concentracdes de
insulina estdo apresentadas na figura 3a e as diferengas entre momentos para cada grupo

separadamente estdo apresentados na Figura 3b.
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Figura 3a: Comportamento das concentragdes de insulina.

Figura 3b: Diferencas nas concentragcbes de insulina entre os
momentos para cada grupo separadamente. *= diferencas

estatisticamente significativas para cada um dos trés grupos (p<0,05).
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4.6 GLICOSE

A ANOVA de modelo misto apresenta um efeito do momento sobre as
concentracgdes de insulina (p<0,05), mas nédo apresenta efeito do grupo (p=0,17) bem como
interacdo entre grupo e momento (p=0,45). As diferencas entre momentos estdo
apresentados na Figura 4.

Figura 4: Comportamento da concentracdo de glicose. *= diferencas estatisticamente
significativas para o grupo A/A; #= diferengas estatisticamentes significativas para o
grupo G/A (p<0,05).
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4.7 COLESTEROL TOTAL

A ANOVA de modelo misto apresenta um efeito do momento sobre as
concentragOes de colesterol total (p<0,05), mas ndo apresenta efeito do grupo (p=0,57)
bem como interacdo entre grupo e momento (p=0,48). A ANOVA para medidas repetidas
nédo apontou diferencas entre os momentos para nenhum dos grupos (p=0,12 para o grupo
AJA; p=0,9 para G/A e p=0,07 para 0 G/G) . A Figura 5 apresenta 0 comportamento do

colesterol total nos cinco momentos testados.
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Figura 5: Comportamento da concentracao de colesterol total.
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4.8 COLESTEROL HDL

A ANOVA de modelo misto ndo apresenta efeito do momento sobre as
concentracdes de colesterol HDL (p=0,06) e também ndo apresenta efeito do grupo
(p=0,21) bem como interacdo entre grupo e momento (p=0,59). A Figura 6 apresenta o
comportamento do colesterol HDL nos cinco momentos testados.

Figura 6: Comportamento da concentracdo de colesterol HDL.
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4.9 COLESTEROL LDL

A ANOVA de modelo misto apresenta um efeito do momento sobre as
concentracdes de colesterol LDL (p<0,05), mas ndo apresenta efeito do grupo (p=0,96)
bem como interacgdo entre grupo e momento (p=0,37). A ANOVA para medidas repetidas
ndo apontou diferencas entre 0s momentos para o0s grupos A/A (p=0,23) e G/A (p=0,40) e
indicou diferenca para o grupo G/G (p=0,008), entretanto o a analise do Post Hoc de
Bonferroni ndo apresenta diferenca entre momentos também para este grupo. A Figura 7
apresenta o comportamento do colesterol LDL nos cinco momentos testados.

Figura 7: Comportamento da concentracdo de LDL.
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4.10 AREA SOB A CURVA

As areas sob a curva (ASC) de triglicerideos (Figura 8), insulina (Figura 9), glicose
(Figura 10), colesterol total (Figura 11), colesterol HDL (Figura 12) e colesterol LDL

(Figura 13) n&o apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre os grupos.

Figura 8: ASC das concentragdes de triglicerideos nos trés grupos (p=0,95).
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Figura 9: ASC das concentra¢6es de insulina nos trés grupos (p=0,29).
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Figura 10: ASC das concentracdes de glicose nos trés grupos (p=0,13).
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Figura 11: ASC das concentracdes de colesterol total nos trés grupos (p=0,43).
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Figura 12: ASC das concentracdes de HDL nos trés grupos (p=0,25).
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Figura 13: ASC das concentragdes de LDL nos trés grupos (p=0,97).
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5 DISCUSSAO

N&o foram encontrados na literatura estudos verificando o efeito de qualquer
polimorfismo no gene UCP2 sobre respostas metabolicas ao exercicio. Este parece ser o
primeiro estudo que se propds a avaliar a existéncia de relacdo entre diferentes gendétipos
do polimorfismo -866G/A e parametros metabdlicos apds realizacdo de exercicio aerobio.

Ao contrério de nossas hipdteses, o presente estudo ndo encontrou nenhuma
relagdo entre o polimorfismo em questdo e TMB, comportamento de pardmetros
lipémicos, glicémicos e insulinémicos. As variaveis sanguineas analisadas, triglicerideos,
glicose, insulina, colesterol total, HDL e LDL ndo difereriam entre os grupos, seja
analisando as concentracGes em cada um dos momentos testados, seja avaliando a area sob
a curva dessas variaveis.

Por serem considerados genes candidatos para o desenvolvimento de obesidade e
diabetes tipo 2, os genes UCP2 e UCP3 tem sido estudados extensivamente. Existe um
pequeno nimero de variantes genéticos frequentes e estes tém sido investigados em um
grande nimero de estudos. A maioria dos variantes genéticos identificados sdo pouco
frequentes, sendo pouco estudados. No gene UCP2, existem trés variantes frequentes: -
866G/A, codon 55Ala/Val e o 3’UTR ins/del (Nedergaard et al, 2005; Esteves and Brand,
2005; Chan et al, 2004).

O polimorfismo -866G/A esté localizado na regido promotora do gene UCP2 e tem
sido relacionado com a regulacdo da expressdo tecidual dessa proteina por supostamente
mudar um ou mais sitios de ligacao para os fatores de transcricdo (Dalgaard et al, 2003;
Krempler et al, 2002). Varios estudos determinaram se a atividade promotora altera com o
genotipo. Em células produtoras de insulina, o fator transcricional PAX6 da célula f liga-
se preferencialmente ao alelo A, o qual aumenta a atividade génica (Sasahara et al, 2004).
Comparando-se o0 genétipo G/A com o G/G, observa-se que a secrecdo de insulina
estimulada por glicose € menor nos portadores do alelo A, sugerindo que o aumento de
MRNA de UCP2 pelo alelo A, aumenta a quantidade da proteina, induzindo a atividade
desacopladora, diminuindo a relagdo ATP/ADP e diminuindo em Ultima anélise a secre¢ao
de insulina estimulada por glicose (Sesti et al, 2003). Portanto, o alelo A parece apresentar
maiores taxas de transcricdo na regido promotora do gene UCP2 se comparado com 0
alelo G.

Entretanto, a literatura tem apresentado dados conflitantantes e nem sempre o alelo

A se apresenta como protetor contra a obesidade e possivel regulador negativo da secrecdo
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de insulina. Em caucasianos o alelo G ja foi reportado a predispor a obesidade (Esterbauer
et al, 2001), bem como nédo ter nenhuma relacdo com a mesma (Dalgaard et al, 2003;
Mancini et al, 2003). Na mesma populacéo o alelo A foi relacionado a pardmetros de
obesidade (Kring et al, 2008; Ochoa et al, 2007; Dhamrait et al, 2004), a diminuicdo da
oxidacdo lipidica (Le Fur et al, 2004), aumento dos niveis de triglicerideos e colesterol
total (Reis et al, 2004) e mesmo a diminuicdo do colesterol total e colesterol LDL
(Salopuro et al, 2009). Ainda em caucasianos, o alelo A tem sido associado com
aumentado risco de desenvolvimento de diabetes tipo 2, diminuicdo da sensibilidade a
insulina e da secrecao de insulina (Gable et al, 2006; Dhamrait et al, 2004; D’ Adamo et al,
2004; Sesti et al, 2003; Krempler et al, 2002). Ao mesmo tempo e na mesm populacéo, o
alelo G também tem sido relacionado ao desenvolvimento de diabetes (Bulotta et al, 2005;
Lyssenko et al, 2005; Wang et al, 2004).

Na regido genémica contendo os genes UCP2 e UCP3 foram identificados 14
polimorfismos, incluindo o -866G/A, entre 3782 mulheres de diferentes etnias. Nenhuma
associacdo foi encontrada entre um polimorfismo isolado e diabetes tipo 2, entretanto,
analises de haplotipos indicaram associacdo com aumentado risco de desenvolvimento de
diabetes tipo 2. O hapldtipo dos quatro polimorfismos avaliados estava em alto
desequilibrio de ligacdo com o alelo A do polimorfismo -866, 0 que sugere que variagdes
ndo identificadas de determinada area génica podem ser responsaveis pelas relacdes
observadas entre o polimorfismo -866G/A e varidveis metabdlicas. A presenca de outros
variantes funcionais também pode contribuir para as diferencas relacionadas a diferentes
alelos para o risco de obesidade e diabetes, como reportado por diversos estudos (Hsu et
al. 2008). O presente estudo avaliou somente o polimorfismo -866G/A, que é citado com
grande frequéncia na literatura. A falta de avaliacdo de outros variantes genéticos da
regido genémica estudada pode ser considerada uma limitacdo do estudo, j& que
inviabiliza a avaliacdo de haplotipos e possiveis efeitos sobre o metabolismo.

Embora ndo tenha sido verificada nenhuma diferenca nas concentracdes e area sob
a curva de triglicerideos entre os grupos, quando observado o comportamento da
concentracdo dessa variavel, nota-se que o grupo A/A apresenta maior variagdo da
concentracdo de triglicerideos que os outros grupos. Houve uma diferenca significativa da
concentragédo de triglicerideos entre os momentos O e 2, bem como entre os momentos 0 e
3, que ndo foi observada nos outros grupos.

A hiperlipemia pos-prandial est4d associada com a Sindrome Metabdlica, um

conjunto de sintomas que incluem adipocidade visceral, hiperlipemia, resisténcia a
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insulina, intolerancia a glicose, e hipertensdo, a qual aumenta o risco de desenvolvimento
de doengas cardiovasculares (Gott et al, 1998; Jeppesen et al, 1995). Altos niveis pos-
prandiais de triglicerideos estdo relacionados a um prejuizo na fungdo endotelial e
consequentemente contribuem para a formacéo de placa aterosclerética (Vogel et al, 1997;
Patsch et al, 1992; Groot et al, 1991). Mesmo com uma alimentacao pré-exercicio com um
percentual de lipidios de 28%, o grupo A/A apresentou alteracdes que ndo foram
observadas nos outros grupos, indicando uma possivel diferenca metabdlica nesse grupo.

A refeicdo pré-exercicio utilizada no presente estudo foi composta por 60% de
carboidratos, 28% de lipidios e 12% de proteinas, visando que o0s voluntarios
consumissem uma refeicdo padrdo. Entretanto, a oferta de uma refeicdo com um maior
percentual de lipidios poderia ter causado maiores alteragdes nas concentracdes das
varidveis analisadas, o que talvez gerasse diferentes respostas entre os grupos. Estudos
avaliando o efeito do exercicio sobre a lipemia pos-prandial em individuos saudaveis
utilizam, na maioria dos casos, refeicdes ricas em lipidios (Miyashita et al, 2010; Malkova
and Gill, 2006). Entretando essa varidvel também ¢é estudada com refei¢des com
moderados percentuais de lipidios. Hurren et al verificaram que o exercicio diminui as
respostas lipémicas independente do consumo rico ou moderado de lipidios e encontraram
elevacOes significativos de lipemia apds consumo de uma refeicdo com moderado
percentual de lipidios (35%) (Hurren et al, 2010). Ao contréario nos individuos do nosso
estudo, a amostra do estudo citado era composta por sujeitos com sobrepeso.

Além de serem homogéneos com relacdo as variaveis de caracterizacdo da amostra,
0s sujeitos do presente estudo foram classificados como brancos, sendo negros e orientais
descartados da amostra. Essa medida foi tomada visando a maior homogeneidade possivel
entre os grupos. Setenta sujeitos foram avaliados no primerio dia de teste, mas a maioria
foi excluida da amostra por terem uma capacidade cardiorrespiratéria acima do esperado,
mesmo nao estando envolvido em nenhum programa de treinamento, ou por ndo serem
classificados como brancos, ou mesmo por desisténcia do estudo. Somente vinte e sete
sujeitos completaram o protocolo do estudo, limitando o tamanho amostral.

A andlise de outros variantes genéticos para estudos de hapl6tipos bem como a
utilizacdo de uma refeicdo pré-exercicio rica em lipidios sdo sugestdes para estudos
futuros. Além disso, estudos com outras populagdes, como obesos e diabéticos, podem ser
importantes para entender melhor as interacdes entre polimorfismos nos genes UCPs e

metabolismo
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6 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que isoladamente o polimorfismo -866G/A nédo
exerce influéncia sobre a taxa metabolica basal e respostas de triglicerideos, colesterol

total, colesterol HDL, colesterol LDL, glicose e insulina ao exercicio em jovens saudaveis.
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ANEXO A: ANAMNESE

QUESTIONARIO PAR-Q

1 Alguma vez um médico lhe disse que vocé possui um problema do coracdo e
recomendou que s0 fizesse atividade fisica sob supervisdo médica? ( ) Sim ( ) Nao

2 Vocé sente dor no peito causada pela pratica de atividade fisica? ( ) Sim ( )N&o

3 Vocé sentiu dor no peito no ultimo més ? () Sim ( ) Nao

4 Vocé tende a perde a consciéncia ou cair, como resultado de tonteira? ( ) Sim ( ) N&o

5 Vocé tem algum problema 6sseo ou muscular que poderia ser agravado com a pratica de
atividade fisica? ( ) Sim ( ) Néo

6 Algum médico ja recomendou 0 uso de medicamento para a sua pressao arterail ou
condicdo fisica? ( ) Sim () Nao

7 Vocé tem consciéncia, através da sua propria experiéncia ou aconselhamento médico, de
alguma outra razdo fisica que impeca sua pratica de atividade fisica sem supervisao

médica? ( ) Sim ( ) Nao

Se Vocé Respondeu
- Sim, para uma ou mais perguntas: consulte seu médico por telefone ou
pessoalmente antes de aumentar sua atividade fisica e/ou fazer uma avaliacdo de
condicionamento. Diga a seu médico a que perguntas vocé respondeu sim no PAR-
Q.
- Nao, para todas as perguntas: se vocé respondeu o PAR-Q precisamente,
vocé possui razoavel garantia de sua adaptacdo para um programa de exercicios

progressivos e uma avaliagdo de condicionamento.

Qual foi o horério da sua ultima refeicao? Horério do teste:

O que vocé comeu na ultima refeicdo?




Vocé faz uso continuo de algum medicamento? ( ) Sim () Néo

Se sim, que medicamentos?

48

Vocé participa de algum programa de treinamento? ( ) Sim () Néo

Se ndo, a quanto tempo esta em destreino?

Eu,

assumo a veracidade das informacGes prestadas ao questionario proposto.

Porto Alegre, de de 2011.

Assinatura
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ANEXO B: TERMO DE COMPROMISSO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo que avaliara o efeito de uma
alteracdo do DNA de um gene relacionado a obesidade e diabetes sobre respostas de
exercicio realizado em esteira.

Os procedimentos do projeto serdo 0s seguintes: avaliacdo de colesterol total,
colesterol LDL, colesterol HDL, glicemia e insulina, avaliagdo da composicéo corporal,
teste de esforco maximo em esteira e exercicio de intensidade média em esteira. Para isto,
sera necessario que vocé va até o Laboratorio de Pesquisa do Exercicio (LAPEX) da
Escola de Educacdo Fisica da UFRGS duas vezes.

No primeiro dia serd realizado um teste de esforco maximo em esteira e além disso
serdo coletadas amostras de sangue para que o DNA seja extraido e para que sejam
determinados 0s genotipos de cada paciente. O material genético que sera coletado para
este projeto, apds a genotipagem do polimorfismo -866G/A do gene UCP2, sera
imediatamente descartado, ou seja, ndo seré utilizado para nenhuma outra analise genética.

Para o segundo dia serdo selecionados pacientes de acordo com o teste de genética.

Se vocé for selecionado, no segundo dia sera necessario que vocé compareca no
LAPEX pelo turno da manhad em jejum para receber o café da manha no local. No dia em
que realizara o exercicio de intensidade média em esteira serdo realizadas cinco coletas de
6éml de sangue cada por um profissional devidamente qualificado e certificado para
obtermos os valores de insulina, glicose, triglicerideos, colesterol total, HDL e LDL.

Vocé terd o resultado do seu percentual de gordura, da sua capacidade
cardiorrespiratdria, dos parametros sanguineos glicose, triglicerideos, colesterol total,
colesterol HDL, colesterol LDL e insulina, aléem das principais solicitacbes metabdlicas
durante a realizacdo do exercicio realizado mediante sua capacidade individual.

Durante a realizagdo do teste de esforco maximo vocé podera sentir algum
desconforto como nauseas e enjoo, devido a alta intensidade imposta pelo exercicio. Nesse
caso, voceé tera 0 acompanhamento adequado de um médico para seu restabelecimento.

A participacdo no estudo é voluntaria, e 0s participantes terdo o direito a acessar
seus resultados ao longo do estudo. Os resultados deste estudo serdo mantidos

confidenciais e quando divulgados preservardo o anonimato dos participantes. VVocé é livre
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para realizar perguntas antes, durante e apds o estudo, estando livre para desistir do
mesmo em qualquer momento, sem prejuizo algum para as partes.

O pesquisador responsavel se compromete a acompanhar os participantes e prestar
eventuais informac6es a qualquer momento do estudo.

Qualquer duvida ou dificuldade entre em contato com o0s pesquisadores
responsaveis Diana Perin da Silva ou Alvaro Reischak de Oliveira pelos telefones 9304-
6410 ou 3318-5861.

Este termo de compromisso livre e esclarecido devera ser preenchido em duas vias,
sendo uma mantida com o sujeito da pesquisa (vocé) e outra mantida arquivada pelo

pesquisador.

Data [/

Nome do Voluntario:

Assinatura:

Pesquisador Responsavel:
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ANEXO C: REGISTRO ALIMENTAR

O objetivo deste registro é conhecer os seus habitos alimentares. Para que eles estejam o
mais proximo possivel da sua realidade, é importante que vocé anote TUDO o que comer
e beber neste dia, durante as refei¢fes e entre elas. Anote as quantidades (raso, cheio), as
medidas caseiras (copo de requeijao, xicara, colher de sopa/cha, concha média, prato
raso/fundo). Detalhe o tipo de alimento consumido, se 0 péo € integral ou branco, se o
suco é artificial ou natural, se adocou com acgucar ou adogante, se o leite € desnatado ou
integral, se comeu alguma fruta ou salada, especificar qual (por exemplo macd, banana,
ricula, tomate, etc). Sempre que possivel, procure anotar as marcas dos fabricantes (por
exemplo, requeijao nestlé, pdo de sanduiche nutrella, etc.), indicar quando o alimento for
light ou diet. Seja 0 mais preciso e honesto possivel, € melhor superestimar a quantidade

de alimento consumido do que subestimar, ou ndo fazer nenhuma estimativa.

Preencher o registro alimentar em dois dias da semana e um dia do final de semana.

Exemplo de preenchimento:

Hora Lugar Medida Caseira Alimento Marca
7:00 Casa 1 copo de requeijado  Leite Integral Santa Clara
1 colher de sopa Achocolatado Nescau
cheia
2 fatias Pao de Sanduiche Seven Boys
1colher de sopa Margarina Becel
rasa
1fatia media Queijo lanche
10:00 Fora 1 unidade Barra Cereal Banana Nutry
13:00 Fora 1 bife grande Carne de gado magra
8 colheres de sopa  Arroz
1 concha media Feijao
2 colheres sopa Vagem Cozida
cheias
3 folhas médias Alface
1 colher soparasa  Azeite de Oliva
2 pegadores Batata Frita
16:00 Fora 1 unidade média Maca
1 pote 200 ml logurte de Morango Elegé
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18:00 Casa 6 unidades Bolacha Cream Craker Nestlé
1 lata Coca Cola Light
20:30 Casa 1 prato raso cheio Macarrdao Cozido
6 colheres de sopa  Molho de Tomate Pomarola
1bife médio Peito de Frango
Y unidade Cenoura crua ralada
2 rodelas grandes Tomate
1 copo requeijao Suco de Uva Tang
2 unidades Bombom Sonho de Lacta
Valsa
Contato:

Nutricionista Rodrigo Macedo
Telefone: (51) 9656-2740



NOME:

DATA: [ [/
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Horario/Local

Alimento

Medida Caseira

h




