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RESUMO

CORTES-OLIVEIRA, C. Expressao de genes relacionados ao metabolismo
energético e lipidico em mulheres com obesidade grau Ill antes e apods
intervencao dietética. 2015. Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo. Ribeirdo Preto, 2015.

Varios genes ja foram descritos com a capacidade de intervir na regulacao do
metabolismo energético, perda de peso, além da manutencdo e estabilidade da
gordura corporal, atuando no controle de diferentes vias metabdlicas. Estudos tém
mostrado claramente que a restricdo energética € capaz de alterar a expressao
génica, influenciando a perda ponderal em pessoas com obesidade apds diferentes
tratamentos. Devido a maior facilidade no acesso por meio de bidpsia, foi optado
para o presente estudo a coleta de tecido adiposo subcuténeo. Portanto, o objetivo
do presente estudo foi verificar a expressdao dos genes ADRB3, UCPs, PLINT,
PPARG2 em tecido adiposo subcutaneo abdominal de mulheres com obesidade
grau lll, antes e apos intervencao dietética hipocaldrica e associar com variaveis
antropométricas, taxa metabdlica de repouso (TMR) e oxidagcdao de substratos. A
amostra foi composta por 11 mulheres com obesidade grau Ill submetidas a
intervencao dietética por seis semanas e 10 mulheres eutroficas. Tratou-se de um
estudo longitudinal, no qual foram coletadas medidas antropométricas de peso,
estatura, indice de massa corporal (IMC) e circunferéncia abdominal (CA),
composicao corporal (massa corporal magra e massa gorda) por bioimpedancia
elétrica, TMR por calorimetria indireta e analise de expressao génica por PCR em
tempo real. Houve diminuicao significante de peso, IMC, massa corporal magra,
massa gorda e TMR apés intervencao dietética, porém, nao verificou-se diferencga
estatisticamente significante quando a taxa metabdlica de repouso foi ajustada pelo
peso e massa corporal magra. Ao comparar os dois grupos do estudo, verificou-se
diferenca significante para os indicadores de peso, IMC, CA, massa corporal magra,
massa gorda, TMR e oxidacdo de lipidio, tanto no momento pré como no péds-
intervengao dietética. A expressao do gene UCP3 apresentou redugao significante
apos 6 semanas de intervencgao dietética hipocaldrica (p=0,004). Houve correlagao
positiva entre a expressédo do gene UCP2 e perda de peso em quilogramas (r=0,645,
p=0,032) e porcentagem (r=0,727, p=0,011) no grupo de mulheres que receberam
dieta hipocaldrica. J& a analise da correlagdo entre a expressao dos genes do
estudo com a oxidagao de substratos antes e apds intervencao dietética, verificou-se
resultados positivos dos genes UCP3, PLINT e PPARGZ2 na oxidagao de carboidrato
e negativos dos genes PLIN1 e PPARG2 na oxidacgao de lipidios. Conclui-se que a
intervengao dietética hipocaldrica proporciona perda de peso, diminuicdo de
medidas antropométricas e influencia na expressdo dos genes estudados em
mulheres com obesidade grau lll.

Palavras chaves: Obesidade. Intervengao dietética. Perda de peso. Expresséao
génica.



ABSTRACT

CORTES-OLIVEIRA, C. Expression of genes related to energy and lipid
metabolism in women with obesity grade Illl before and after dietary
intervention.2015. Dissertation (Master’'s degree) — Faculty of Medicine of
RibeiraoPreto, University of Sdo Paulo. RibeirdoPreto, 2015.

Several genes have been described with the ability to intervene in the regulation of
energy metabolism, loss of weight and stability in addition to maintaining body fat,
acting on the control of different metabolic pathways. Studies have clearly shown that
caloric restriction can alter gene expression influencing the weight loss in people with
obesity after different treatments. Due to easier access through biopsy was chosen
for this study collecting subcutaneous adipose tissue. Therefore, the aim of this study
was to investigate the expression of genes ADRB3, UCPs, PLIN1, PPARGZ2 in
abdominal subcutaneous adipose tissue of women with obesity grade Ill before and
after hypocaloric dietary intervention and associate with anthropometric, metabolic
rate (RMR) and substrate oxidation. The sample consisted of 11 women with obesity
grade lll submitted to dietary intervention for six weeks and 10 healthy women. This
was a longitudinal study in which anthropometric measurements were taken of
weight, height, body mass index (BMI) and waist circumference (WC), body
composition (lean body mass and fat mass) by bioelectrical impedance, TMR
calorimetry indirect and gene expression analysis by real-time PCR. There was a
significant decrease in weight, BMI, lean body mass, fat mass and TMR after dietary
intervention, however, there was no statistically significant difference when the
resting metabolic rate was adjusted for weight and lean body mass. When comparing
the two study groups, there was difference for weight indicators, BMI, WC, lean body
mass, fat mass, TMR and lipid oxidation in both the pre and post time dietary
intervention. The expression of UCP3 gene showed a significant reduction after 6
weeks of hypocaloric dietary intervention (p=0,004). There was a positive correlation
between the expression of UCP2 gene and loss of weight in kilograms (r=0,645,
p=0,032) and percentage (r=0,727, p=0,011) in the group of women who received
low-calorie diet. However, the analysis of the correlation between the expression of
genes to study the oxidation of substrates before and after dietary intervention, there
were positive results of UCP3 gene, PLINT and PPARG?2 in carbohydrate oxidation
and the negative PLINT and PPARGZ2 genes in lipid oxidation. We conclude that
hypocaloric dietary intervention provides weight loss, reduction of anthropometric
measures and influences the expression of genes studied in women with morbid
obesity.

Key words: Obesity. Dietary intervention. Weight loss. Gene expression.
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Introducdio

1. INTRODUGAO

Neste topico sera descrita uma andlise critica sobre os temas diretamente
relacionados ao desenvolvimento dessa dissertagdo. Dessa maneira, serao
abordados os assuntos de obesidade, assim como sua etiologia e consequéncias,
consumo alimentar e intervencao dietética hipocaldrica, taxa metabdlica de repouso
e oxidagao de substratos, além da contribuicdo de determinados genes na perda de

peso e desenvolvimento da obesidade.

1.1 Obesidade

A obesidade é definida como uma condigdo de acumulo excessivo de tecido
adiposo, ocasionado por um desequilibrio do balango energético, no qual a ingestao
de energia excede o gasto energético ao longo do tempo. (CARVALHO, 2005;
HUANG et al., 2009; CUNHA et al., 2007; FROOD et al.,, 2013). Além disso, a
obesidade é um problema complexo, caracterizado por multiplas interligagdes que
contribuem para o seu desenvolvimento (FROOD et al., 2013).

A realidade mundial tem revelado o grande aumento da prevaléncia de
sobrepeso e obesidade, ndo apenas em paises desenvolvidos, mas também em
desenvolvimento (DERAM & VILLARES, 2009; PI-SUNYER, 2009; HAIDAR &
COSMAN, 2011). Nos ultimos 20 anos, a incidéncia de obesidade triplicou nos
paises emergentes, principalmente apos estes adotarem o estilo de vida ocidental,
com maior ingestao energética associada ao sedentarismo (HAIDAR & COSMAN,
2011). Estudos tém apontado a obesidade como um fator de risco significativo para
o aumento da morbidade e mortalidade, principalmente por estar associada a
diversas comorbidades, como doencgas cardiovasculares, diabetes, hipertensao,
cancer, dentre outras (PI-SUNYER, 2009; HAIDAR & COSMAN, 2011). Atualmente o
excesso de peso € considerado o sexto fator de risco mais influente no aumento do
desenvolvimento de doengas no mundo (WHO, 2011; WHO, 2003). Segundo Malta
et al. (2014), houve um aumento da prevaléncia de excesso de peso em ambos 0s
sexos € em todas as faixas etarias e niveis de escolaridade, porém, foi observado
um aumento maior entre as mulheres que se encontravam na faixa etaria mais

jovem e com maior escolaridade.
21



Introducdio

No Brasil, essa prevaléncia esta crescendo de forma significativa nos ultimos
30 anos, segundo dados do Ministério da Saude, e torna-se mais preocupante por
estar diretamente associada com outras doencas crénicas nao transmissiveis, como
a hipertensao arterial sistémica e o diabetes mellitus (BRASIL, 2006). O Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) confirma o real aumento da incidéncia
de obesidade entre a populagao brasileira, com maior prevaléncia na populacao
feminina, em um periodo de tempo de 35 anos (IBGE, 2010). De acordo com Vigitel
(Pesquisa telefénica feita pelo Ministério da Saude), mais da metade da populagéo
brasileira encontra-se acima do peso (51%), sendo que em 2006 o percentual era de
43%. Quando analisado por sexo, os homens atingem uma porcentagem de 54% e
as mulheres 48%. Com relagdo a obesidade, também houve aumento significativo,
passando de 11% em 2006 para 17% em 2012 (BRASIL, 2013).

Em associagdo com a alta prevaléncia de excesso de peso e
desenvolvimento de doengas cronicas ndo transmissiveis, também ocorre o
aumento dos custos com o tratamento dessas complicacbes. Estima-se que
aproximadamente 16% da carga global de doengas sejam provenientes do excesso
de peso e obesidade e, no mundo desenvolvido, 2 a 7% do total dos custos de
cuidados de saude sdo atribuidos a essa condi¢do (HAIDAR & COSMAN, 2011).

Para melhor caracterizagdo da obesidade, a Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) determinou uma classificagdo de diferentes graus por meio do indice de
Massa Corporal (IMC), definindo obesidade grau | para IMC entre 30 e 34,9 kg/m?,
obesidade grau Il para IMC de 35 a 39,9 kg/m? e obesidade grau lll para IMC = 40
kg/m? (OMS, 2004).

1.2 Consumo alimentar

Nas ultimas décadas houve grande modificacdo do estilo de vida da
populagdo mundial e a alteracdo do padréo alimentar tem se tornado um fator
preocupante para a saude publica (PEARCEY & CASTRO, 2002; YUNSHENG et al.,
2003; NONINO et al., 2007). Com a urbanizacao, a populagao esta mais exposta ao
consumo de alimentos processados de alta densidade caldrica e, associado a
diminuicdo do gasto energético devido a baixa pratica de atividade fisica, o aumento
do peso e dos riscos de desenvolver doencas crdonicas nao transmissiveis ficaram

mais evidentes (MALTA et al., 2014). Sabe-se também que existem varios fatores
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biolégicos, sociais e ambientais que interagem entre si e influenciam no
comportamento alimentar individual, dentre eles o preco mais acessivel e a
disponibilidade dos alimentos, o uso do alimento como forma de recompensa, além
do significado cultural no ato de comer (HUANG et al., 2009; FROOD et al., 2013).

As intervencdes no estilo de vida, principalmente no comportamento alimentar
ainda é o tratamento da obesidade mais realizado nos dias atuais, considerando ser
uma alternativa menos invasiva e com menores custos, porém, a adesdo dos
pacientes aos programas de educagao nutricional ainda é baixa (FROOD et al.,
2013).

O controle do apetite € um mecanismo complexo do organismo e envolve a
coordenagao entre fatores fisiolégicos e ambientais (BLUNDELL et al., 2012). Os
primeiros estudos abordando esse tema surgiram baseados na influéncia dos sinais
do metabolismo de glicose, aminoacidos ou proteinas e tecido adiposo (MAYER,
1955; MELLINKOFF et al., 1956; KENNEDY, 1953), porém, atualmente sabe-se que
existem influéncias do tecido adiposo e do trato gastrointestinal no sistema nervoso
central, atuando na ingestao alimentar final do individuo (MORTON & SCHWARTZ,
2001; KEESEY & POWLEY, 2008). Sabe-se que os principais sinais sao
provenientes da acdo da leptina no tecido adiposo e outros hormdnios secretados
por células especificas do trato gastrointestinal ou 6rgaos associados como grelina,
PYY, peptideo tipo glucagon 1 (GLP-1), colecistoquinina (CCK), amilina e insulina
(BLUNDELL et al., 2012). Todas essas vias metabdlicas envolvidas no controle do
apetite evidenciam o complexo mecanismo de regulagédo do peso corporal.

Assim como o consumo alimentar, a taxa metabdlica de repouso também
apresenta papel importante no processo de desenvolvimento da obesidade (JAIME
et al., 2012).

1.3 Taxa metabdlica de repouso e oxidagao de substratos

O gasto energético diario é constituido pela soma da taxa metabdlica de
repouso (TMR), efeito térmico dos alimentos (ETA) e do gasto energético da
atividade fisica (GEAF) do individuo, sendo a TMR responsavel por 60 a 70% da
energia expedida no dia. A atividade fisica € o componente mais variavel do gasto
energeético, atingindo de 20 a 40% do dispéndio de energia diario (SCHNEIDER &
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MEYER, 2007; MARTIN et al, 2007). O ETA envolve a energia despendida no
processo de digestdo, absorcdo e metabolismo dos alimentos ingeridos (MELO et
al., 2008), sendo sua variagao dependente da quantidade e natureza dos nutrientes
consumidos (MELO et al., 2008; AMORIM & GOMES, 2003).

Alguns estudos mostram também a influéncia da TMR sobre a ingestao
alimentar do individuo, ou seja, a variagdo desse componente atuando na resposta
fisiolégica do controle do apetite (BLUNDELL et al., 2012), porém, a quantidade de
calorias ingerida estd relacionada com a densidade energética do alimento
disponivel (ELLO-MARTIN et al., 2005; ROLLS, 2000) ndo sendo considerada a
causa do aumento do peso ou obesidade (BLUNDELL et al., 2012).

A determinacdo da TMR tem papel importante em programas de intervencéo
e controle do peso, objetivando verificar o balango energético e auxiliar na melhor
conduta a ser adotada para o paciente com obesidade (RUIZ et al., 2011). Sabe-se
que as medidas antropométricas sdo responsaveis por alterar os valores de TMR
(SPEAKMAN & WESTERTERP, 2010), principalmente as medidas de massa corporal
magra (MCM) e massa gorda (MG) (BONGANHA et al., 2009; HILL et al., 2012).

Um dos métodos mais utilizados atualmente para a determinacado da TMR ¢é a
calorimetria indireta (Cl), que mede a produgédo corporal de energia a partir da
reacao de trocas gasosas do organismo com o meio ambiente, ou seja, € realizado o
calculo do oxigénio consumido (VO,;) e gas carbdnico produzido (CO;)
(FRANKENFIELD et al., 2005). Além disso, a Cl é considerada um método simples e
nao invasivo, proporcionando uma avaliagdo confiavel do gasto energético de um
individuo (DIENER, 1997). Ainda a partir da determinagao dos valores de VO, e COy,
€ possivel calcular a taxa de oxidacdo dos substratos energéticos provindos da
glicose e lipidios (SUEN et al., 2003). Essa medida refere-se a conversao da energia
quimica dos nutrientes em energia quimica armazenada na forma de ATP
(adenosina trifosfato), sendo liberada na forma de calor durante o processo de
oxidagéo (SIMONSON & DEFRONZO, 1990).

A razao entre os valores de VO, e CO, é conhecida como quociente
respiratorio (QR) e indica o tipo de substrato que estd sendo oxidado no momento
da avaliacdo (FERRANNINI, 1988). Cada substrato energético consome diferentes
quantidades de oxigénio e produz diferentes valores de gas carbbénico na sua

oxidagao, influenciando diretamente nos valores de TMR (DIAS et al., 2009).
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Além disso, o gasto energético do tecido adiposo é reduzido quando
comparado com 6rgaos internos e musculos, e a importancia desse tecido para a
variagdo do gasto energético total ainda nao esta totalmente esclarecida e tem sido
extensivamente estudada (NOOKAEW et al., 2013). Somado a isso, sabe-se que
fatores genéticos podem influenciar na TMR, incluindo a acdo de genes na
regulacdo do metabolismo energético, composi¢cédo corporal e obesidade (DULLOO
& SAMEC, 2001; CHOI et al., 2013; PEDERSEN et al., 2005).

1.4 Genes

Sabe-se que a obesidade € uma doenca multifatorial, incluindo fatores
nutricionais, aspectos genéticos, metabdlicos, psicossociais, culturais, entre outros,
atuando tanto na origem como na manutencdo desta doenca (CARVALHO, 2005;
ORDOVAS et al., 2011; HINNEY et al., 2010).

Alguns genes ja foram descritos com a capacidade de intervir na manutencao
e estabilidade da gordura corporal ao longo do tempo, pois atuam no controle de
vias eferentes (leptina, nutrientes, sinais nervosos, entre outros), de mecanismos
centrais (neurotrasmissores hipotaldmicos) e de vias aferentes (insulina,
catecolaminas e sistema nervoso auténomo (SNA)) (MARTINEZ & FRUHBECK,
1996). De acordo com a literatura, fatores genéticos podem ser responsaveis por 50
a 80% da variacao do IMC (HINNEY et al., 2010; MORELES et al., 2013). Segundo
DERAM & VILLARES (2009), existem mais de 600 genes com influéncia na massa
corporal e regulagdo do metabolismo energético, ou seja, esses genes foram
associados positivamente a obesidade em humanos. Além disso, estudos tém
mostrado claramente que alteracdes no estilo de vida sdo capazes de alterar a
expressao génica, incluindo mudanca no padrdo alimentar e perda de peso
(FENECH et al, 2011; MARDINOGLU et al., 2015) e, pesquisas recentes evidenciam
gue genes associados a obesidade podem influenciar a perda de peso em pessoas
com obesidade apos diferentes tratamentos (BERISHA et al., 2011; ARVIDSSON et
al.,, 2004). Com base na literatura revisada, destacam-se os seguintes genes:
ADBR3 (beta-3-adrenoreceptor), UCPs (proteinas desacopladoras), PLINT
(perilipina1) e PPARGZ2 (receptor ativado por proliferadores de peroxissomas tipo
gama2) (BOUCHARD et al, 1998).
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1.4.1 ADRB3

O gene ADRBS3 esta localizado no cromossomo 8, na regido 8p12, expresso
especificamente no tecido adiposo, sendo considerado o principal receptor envolvido
na mobilizagdo de lipidios e termogénese nessa regido (KUROKAWA et al., 2008;
URSINO et al., 2009; SALIBA et al., 2014).

Sabe-se que as catecolaminas (epinefrina e norepinefrina) sdo responsaveis
por ativar os receptores adrenérgicos, principalmente no tecido adiposo (SCHMIDT
et al., 2014). Com isso, o sistema adrenérgico esta associado ao balango energético
e controle do peso corporal e, a variagdo da expressdo do gene em questado pode
contribuir diretamente com a dificuldade de perda de peso (MASUO & LAMBERT,
2011; SHIWAKU et al, 2003).

A analise de diferentes polimorfismos do ADRB3 tem sido bastante
explorados na obesidade (KUO et al., 2014; SALIBA et al., 2014; TAKENAKA et al.,
2012; BRONDANI et al., 2014), porém, estudos avaliando a expressao desse gene

em tecido adiposo subcutaneo nessa doencga sao escassos na literatura.

1.4.2 UCPs

As proteinas desacopladoras (UCP1, UCP2 e UCP3) constituem uma familia
de proteinas encontradas na membrana interna mitocondrial. No processo de
sintese de trifosfato de adenosina (ATP), a cadeia respiratéria transporta prétons e
elétrons através da membrana interna mitocondrial para o espago intermembranas,
surgindo um gradiente de protons. No retorno dos prétons para a matriz
mitocondrial, as proteinas ATP-sintases utilizam a energia para fosforilar o ADP e
sintetizar o ATP. Nesse processo, a UCP que também se encontra na matriz interna
da mitocbéndria serve como um canal alternativo para que os prétons atravessem de
volta para a matriz. Assim, quando a UCP é estimulada, a energia nao é aproveitada
para fosforilar o ADP, gerando apenas calor. Com isso, a ativagcdo dessa via
alternativa resulta, indiretamente, em maior oxidagdo de substratos energéticos,
diminuindo a eficiéncia da sintese de ATP e produzindo mais calor, com implicagbes
na regulacéo da temperatura, do gasto de energia e peso corporal (BOSCHINI &
GARCIA-JUNIOR, 2005; HARROLD et al., 2000; MILLET et al., 1997).
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Apresentam papel importante no metabolismo energético das células, gasto
energético de repouso, oxidagdes do substrato, diminuigdo das espécies reativas de
oxigénio, regulacdo dos acidos graxos livres e variagdo do peso corporal
(BOUCHARD et al., 1998; DEPIERI et al., 2004; BRONDANI et al., 2014).

A UCP1 é localizada no cromossomo 4 na regiao 4q28-q31 e € expressa
principalmente no tecido adiposo marrom (TAM), desempenhando influéncia
importante na termogénese, regulagado térmica e controle do peso corporal (KLAUS
et al., 2004). A UCP1 atua na produgdo de energia sob a forma de calor na
membrana interna da mitocdndria, apresentando grande influéncia no
desenvolvimento da obesidade (DEPIERI et al., 2004; KLAUS et al., 2012).

A UCP2 é localizada no cromossomo 11, na regido 11913, sendo encontrada
em varios tecidos como, TAM, TAB, musculo esquelético, rim, pancreas e células do
sistema imune (MINGRONE et al., 2003; DIANO & HORVATH, 2012). A UCP2
influencia ndo s6 a produgcdo mitocondrial de ATP, mas também a producéo de
espécies reativas de oxigénio, assim como atua na regulagdo dos mecanismos de
homeostase, como ingestdo e comportamentos de recompensa alimentar, gasto
energético e glicemia (TODA & DIANO, 2014). Este gene apresenta um papel
importante na regulagao do controle neuroendécrino de ingestao alimentar por meio
da ativacdo do receptor de melanocortina-4 (MC4R), inibindo a ingestdo de
alimentos e aumentando o gasto energético. Com relagcdo a homeostase da glicose,
0 gene UCP2 esta envolvido na secregéo de insulina glicose dependente em células
B pancreatica e na regulacdo da secregdo de glucagon a partir de células a
pancreatica (TODA & DIANO, 2014).

Ja a UCP3 é localizada no cromossomo 11, na regiao 11q.13.4, e é expressa
principalmente no musculo esquelético e também no tecido adiposo marrom,
apresentando papel importante de mediador na termogénese adaptativa (DEPIERI
et al., 2004). A UCP3 também apresenta papel chave na regulacao da oxidacao de
acidos graxos mitocondriais € na prevencdo de danos oxidativos produzidos por
radicais livres (CIOFFI et al., 2009). Sabe-se também que esse gene apresenta
envolvimento na regulagédo do metabolismo energético e controle do peso corporal e
alguns estudos mostram importante funcdo na modulagdo do uso de lipidios e
glicose como substrato energético, além de sugerir possiveis agdes na resisténcia a
insulina e diabetes mellitus tipo 2 (DIANO & HORVATH, 2012; TODA & DIANO,
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2014; BUSIELLO et al., 2015). A UCP3 é regulada pela disponibilidade e
metabolismo de substratos energéticos como lipidio e glicose (TSUBOYAMA-
KASAOKA & EZAKI, 2001). A entrada desses substratos no musculo esquelético
leva ao aumento da expressdo da UCP3, consequentemente ao aumento do gasto
energético (BOSCHINI & GARCIA-JUNIOR, 200).

1.4.3 PLIN1

As perilipinas (PLIN) sao proteinas altamente fosforiladas que se localizam na
superficie dos adipdcitos, sendo a PLIN1 encontrada com maior abundancia nessa
regido (SMITH & ORDOVAS, 2012).

A PLIN1 é localizada no cromossomo 15, na regido 15926, e apresenta papel
fundamental na regulagcdo de mobilizagdo e deposicao de ftriglicerideos, além de
proteger o nucleo lipidico da agao das lipases, auxiliando na formagéo de goticulas
de gordura (KERN et al., 2004; DERAM et al., 2008; RUIZ et al., 2011). Estudo
realizado em humanos mostrou que a expressado das perilipinas esta elevada em
individuos portadores de obesidade, podendo ser justificada como um mecanismo
compensatorio para limitar o processo de lipdlise basal, favorecendo o
desenvolvimento da obesidade (KERN et al., 2004).

1.4.4 PPARG2

Os receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPARs) sao
fatores de transcricao pertencentes a familia de receptores nucleares e sao
localizados no cromossomo 3, na regido 3p25. O gene PPARG apresenta regides
promotoras alternativas que possibilitam a formacédo de trés isoformas diferentes,
sendo a isoforma PPARG2 a de maior expressao em tecido adiposo (MONSALVE et
al., 2013; TAVARES et al.,, 2007). O PPARG2 apresenta agao no controle da
expressao de genes envolvidos na diferenciagdo de adipdcitos e homeostase de
glicose e lipideos, além de ser um dos genes mais estudados como potencialmente
ligados ao desenvolvimento da obesidade (SWARBRICK et al., 2001; MASUAD et
al., 2003; OCHOA et al., 2008; RAZQUIN et al., 2011).

Medina-Gomes et al. (2007) mostrou em seu estudo que o PPARGZ2 impede a

lipotoxicidade em diferentes mecanismos, incluindo a promoc¢ao da expansido do

28



Introducdio

tecido adiposo, o aumento da capacidade lipido-tampao em érgéos periféricos
(figado, musculos e células B do pancreas) e resposta proliferativa das células 3
para resisténcia a insulina. Com isso, 0 PPARGZ2 atua na protecido dos tecidos nao
adiposos contra sobrecarga excessiva de lipidios e mantém a fungcdo normal de
outros érgdos (figado e musculo esquelético) (GRYGIEL-GORNIAK, 2014). Além
dessa atividade adipogénica, o PPARG2 também é importante no metabolismo
lipidico, regulando o0s genes que participam da liberacdo, transporte e
armazenamento de 4acidos graxos, tais como lipase lipoprotéica (LDL) e o
transportador de acidos graxos CD36 (REN et al., 2002; MEDINA-GOMES et al.,
2007; LEHRKE & LAZAR, 2005; GRYGIEL-GORNIAK, 2014).

Os dados supracitados evidenciam o importante papel de varios genes na
termogénese e regulagdo do gasto energético e metabolismo lipidico. Entretanto,
para a obtencao de perda de peso e, consequentemente, alteracées no perfil lipidico
de individuos obesos, a intervencdo dietética através de restricbes da ingestao
energética total (dietas hipocaléricas) é a opgao de tratamento mais comumente
utilizada (STEEMBURGO et al., 2007). Segundo estudo realizado por Cowburn et al.
(1997), a restricdo energética moderada (aproximadamente 1200 kcal/dia) é o
suficiente para obteng¢ao de diminuicdo de massa corporal. A composi¢ao da dieta
também deve ser considerada, pois a variagdo das fontes energéticas influencia
diretamente a composigdo corporal no processo de perda de peso (ILARDE &
TUCK, 1994; LEAN et al., 1989). Portanto, a padronizacao da distribuicdo das fontes
energéticas em um processo de intervengao dietética € fundamental para resultados
mais fidedignos.

O tecido adiposo humano ¢é responsavel pela secrecdo de diversos
horménios, sendo o subcutaneo e visceral os principais tipos de tecido adiposo em
adultos (ARMANI et al., 2010; HAAS et al., 2012). Diferengas na expressao génica
entre pre-adipdcitos e adipocitos e, entre tecido adiposo subcuténeo e visceral tem
sido relatado na literatura (URS et al., 2004; LEFEBVRE et al., 1998; MODESITT et
al., 2012). O tecido adiposo visceral (TAV) é associado com resisténcia a insulina,
diabetes, hipertensdo, aterosclerose e esteatose hepatica, enquanto o tecido
adiposo subcutaneo (TAS) apresenta melhor resposta a insulina, secretando

maiores concentragdes de adiponectina e menor quantidade de citocinas
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inflamatdrias (GILL et al., 2011). Essas diferengas podem ser esperadas, dado que
os adipécitos nos tecidos subcutaneo e visceral sdo originados de diferentes células
progenitoras que exibem padrdes especificos de expressdo génica (GERHARD et
al., 2014).

Existe na literatura estudos de expressdo génica do tecido adiposo
subcutédneo e visceral de individuos com obesidade (KORSIC et al., 2012;
KARASTERGIOU, et al., 2013). Porém, em individuos saudaveis ou em pacientes
sem necessidade de cirurgia, a coleta de amostras de 6rgaos internos, tais como
TAV pode ser impossivel devido a limitada acessibilidade aos tecidos e também por
razdes éticas. Sendo assim, a investigacao em tecidos mais acessiveis, tais como o
TAS, que pode ser obtido por meio de bidpsia, vem sendo utilizados em estudos
recentes (AFMAN & MULLER, 2012; KORSIC et al., 2012).
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2. OBJETIVOS

Verificar a expressao dos genes ADRB3, UCPs, PLIN1, PPARGZ2 em tecido
adiposo subcutaneo abdominal de individuos com obesidade grau lll, antes e apds
intervengao dietética para perda de peso e associar com taxa metabdlica de repouso

e oxidacao de substratos.

2.1 Objetivos especificos

v' Avaliar o consumo alimentar antes e durante a intervencdo dietética de
individuos com obesidade grau lll e comparar com o grupo controle;

v' Comparar a antropometria, composicao corporal, taxa metabdlica de repouso
e oxidagao de substratos de mulheres com obesidade grau lll antes e apos a
intervencgao dietética e com pacientes eutroficas;

v' Avaliar os indicadores bioquimicos nos diferentes tempos e grupos
estudados;

v' Comparar a expressdo dos genes ADRB3, UCPs, PLIN1 e PPARG2 antes e
apos intervengao dietética;

v Correlacionar a expressdo dos genes ADRB3, UCPs, PLIN1T e PPARG2 com
as variaveis antropométricas, composicao corporal, taxa metabdlica de

repouso e oxidagao de substratos nos dois momentos do estudo.
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3. CASUISTICA E METODOS
3.1. Casuistica

Foram selecionados para o estudo 21 individuos, distribuidos em dois grupos.
Grupo 1 — Intervengado dietética (G1) foi composto por 11 individuos do sexo
feminino, com obesidade grau Il (IMC = 40kg/m?), de populagdo miscigenada
(PENA, et al., 2011) e com idade entre 21 e 50 anos, selecionadas para a
hospitalizacdo por 6 semanas para realizagdo de intervengao dietética (dieta
hipocaldrica — 1200kcal/dia). Grupo 2 — Controle (G2) composto por 10 individuos
também do sexo feminino, porém eutréficas (IMC entre 18,5 kg/m? a 24,9 kg/m?),
provenientes do Hospital Estadual que, por indicacdo médica realizaram
procedimento cirurgico de hérnia umbilical (incisional ou epigastrica) ou colelitiase
sem colecistite aguda.

As participantes do estudo foram esclarecidas a respeito do protocolo da
pesquisa, sendo incluidas somente as que concordaram com sua realizagcdo. A
pesquisa e o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foram aprovados
pelo Comitté de FEtica em Pesquisa do HCFMRP-USP (CAAE:
19442213.3.0000.5440).

3.2. Critérios de inclusao

Para o G1 participaram mulheres acompanhadas no ambulatério de
Obesidade e Dislipidemia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeirao Preto da Universidade de Sao Paulo (HCFMRP — USP). Para o G2 foram
selecionadas mulheres com classificacdo nutricional de eutrofia, de acordo com o

indice de massa corporal (Figura 1).
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Pacientes com obesidade
grave atendidas no ambulatdrio
de Obesidade e Dislipidemia do

HCFMRP/USP (n=60)

l

Pacientes candidatas ac
estudo (n=32)

l

Pacientes que aceitaram
participar do estudo (n=14)

|
| ! ! !

Néo pode Apresentou Desisténcia da Concluiram o
realizar bidpsia ITU com uso intervencao estudo
(hémia de antibiotico dietética (n=11)

umbilical) (n=1) (n=1) (n=1)

*ITU: Infecgao do Trato Urinario

Figura 1. Fluxograma das pacientes selecionadas para o estudo.

3.3. Critérios de exclusao

Foram excluidas do estudo as pacientes que apresentavam distlrbios
psiquiatricos, desisténcia da intervencgao dietética, gestantes, lactantes, tabagistas,
etilistas, portadoras de doengas e/ou que estavam realizando algum tratamento que
influenciasse no metabolismo energético, além de pacientes que ndo puderam

realizar o procedimento de bidpsia.

3.4. Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo de carater longitudinal, sendo que a coleta de dados
foi realizada em duas etapas no G1 e uma etapa no G2. A primeira etapa para o G1
foi realizada no inicio da hospitalizacdo das pacientes na enfermaria de Nutrologia
do HCFMRP - USP, na qual foram coletados dados de avaliagcdo nutricional,
incluindo medidas de peso, estatura, circunferéncia abdominal, analise da
composig¢ao corporal, taxa metabdlica de repouso, coleta de sangue para analise

dos indicadores bioquimicos e questionario de habitos de vida (antecedentes
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pessoais e historia familiar de sobrepeso/obesidade e doengas crdnicas). No mesmo
dia foi iniciada a intervencao dietética com dieta hipocaldrica, compostas por leite,
pao, frutas, legumes, arroz, feijdo e carne, preparadas pelo Servigo de Nutricdo e
Dietética do Hospital das Clinicas e as refeicbes foram porcionadas pelas copeiras
na Unidade Metabdlica da enfermaria de Nutrologia. Houve um periodo de trés dias
de adaptagdo ao esquema alimentar do hospital, ou seja, as pacientes eram
hospitalizadas com prescrigdo dietética de 1800 kcal no primeiro dia, com 1500 kcal
no segundo dia e com 1200 kcal a partir do terceiro dia. Nao houve alteragéo na
qualidade de gordura ofertada para as pacientes, sendo apenas a quantidade desse
nutriente ajustada de acordo com a recomendacao das Dietary Reference Intakes
(DRIs) (Institute of Medicine, 2005).

Na semana que antecedeu a internacao, foram coletados trés recordatorios
alimentares de 24 horas, por meio de entrevista telefénica, para andlise da ingestao
alimentar das participantes fora do ambiente hospitalar.

As coletas das amostras de tecido adiposo subcutineo do G1 para analise de
expressao génica foram realizadas em sala apropriada no ambulatério do Hospital
das Clinicas do Campus de Ribeirdo Preto, e todos os procedimentos foram

realizados por médico cirurgido (Figura 2).

Grupo intervengao (G1)
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Avaliagoes realizadas:

= Coleta de sangue

* Antropometria

A Compaosicéo corporal

¥ Calorimetria indireta

§ Coleta de tecido adiposo
#Analise de expressio génica

Figura 2. Delineamento experimental do estudo. G1 — Intervengéo dietética.
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A segunda etapa do presente estudo foi realizada apdés 6 semanas de
intervencgao dietética hipocaldrica (1200 kcal/dia), e consistiu na realizagao de todos
os procedimentos descritos anteriormente na etapa 1.

Para o G2 todas as avaliagdes foram realizadas em um Unico momento. A
coleta do tecido adiposo subcutaneo abdominal foi realizada durante procedimento
cirargico de hérnia umbilical (incisional ou epigastrica) ou colelitiase sem colecistite
aguda pela mesma equipe médica do G1. Os trés recordatérios alimentares de 24
horas foram coletados também por entrevista telefénica, na semana anterior ao
procedimento cirurgico. Todos os procedimentos foram realizados no Hospital
Estadual da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP (Figura 3).

Grupo controle (G2)

Avaliagbes realizadas:
=(Coleta de sangue

* Antropometria

A Composicéo corporal

¥ Calonmetria indireta

§ Coleta de tecido adiposo

#Analise de expressio génica

Figura 3. Delineamento experimental do estudo. G2 — Controle.

3.5. Avaliagao de habitos de vida, presenca de comorbidades e historia familiar

de sobrepeso/obesidade e doeng¢a cardiovascular (DCV)
Foi aplicado um questionario no grupo G1 antes da intervencao dietética e no

G2 antes do procedimento cirurgico contendo informacgdes sobre habitos etilistas e

tabagistas, presenca de comorbidades como diabetes mellitus, dislipidemia,
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hipertensdo arterial e histérico familiar de sobrepeso/obesidade e presenca de

doenca cardiovascular.

3.6. Avaliagao nutricional

3.6.1. Consumo alimentar

Para avaliagdo do consumo alimentar foram coletados trés recordatérios de
24 horas antes da hospitalizagdo do G1 e antes da intervencgao cirurgica do G2. O
consumo alimentar durante periodo de intervencédo do G1 foi avaliado pelo esquema
padrdo seguido pela equipe da Unidade Metabdlica, o qual as pacientes
apresentavam 100% de aceitacdo pela dieta (Anexo C). O software Nutwin® foi
utilizado para calculo dos recordatérios alimentares e foram analisadas ingestao
energética diaria e de macronutrientes em gramas e porcentagem correspondente

ao valor caldrico total (VCT).

3.6.2. Antropometria

Para avaliagdo antropométrica foram utilizados os indicadores de peso,
estatura, IMC e circunferéncia abdominal (CA). As participantes do estudo foram
pesadas em balanga digital Filizola® do tipo plataforma, com capacidade para 300
kg e precisao de 0,2 Kg. Para afericdo da estatura foi utilizada haste vertical com
graduagéao de 0,5 cm. O IMC foi obtido pela férmula: IMC = Peso/Altura®, sendo peso
em quilogramas e a estatura em metros. A classificagdo do grau da obesidade foi
realizada com adocgao dos critérios da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) de
1997.

No G1 a CA foi medida passando-se uma fita métrica inextensivel com
graduacéao de 0,1 mm na maior circunferéncia em torno da cicatriz umbilical e, no G2
entre o ponto médio da ultima costela com a crista iliaca. Valores de cintura 280 cm
para mulheres foram considerados alterados conforme critérios propostos pela
Associacao Brasileira para Estudos da Obesidade e da Sindrome Metabdlica
(Diretrizes Brasileiras de Obesidade, 2009).
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A perda de peso absoluta foi calculada por meio da diferenca entre o peso pré
hospitalizacdo e o peso apds 6 semanas de intervencao dietética hipocalérica. O
percentual de perda de peso representa a porcentagem de peso que foi perdido no

periodo de intervencao do estudo.

3.6.3. Avaliagao da Composigao Corporal

Para analise da composig¢ao corporal foi utilizado aparelho de Bioimpedancia
Elétrica modelo Quantum BIA 450 Q — RJL System®. O exame foi realizado nas
participantes apos seis horas de jejum, com a bexiga urinaria vazia, e com as
mesmas deitadas, com pernas afastadas e bragos em paralelo afastados do corpo.

Seguindo a descrigao técnica do fabricante, quatro eletrodos adesivos foram
colocados na mao e no pé das participantes: um na superficie dorsal do punho
direito entre os ossos ulnar e radio e outro no terceiro metacarpo, um na superficie
anterior do tornozelo direito entre as porcdes proeminentes dos 0ssos e outro na
superficie dorsal do terceiro metatarso. Uma corrente elétrica de baixa amplitude
(entre 500 a 800 A) e frequéncia de 50 Khz foi aplicada nos eletrodos distais da méo

e do pé.

r.\\ Mio direita Pé direito
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=
-
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Figura 4. Aparelho de Bioimpedéancia Elétrica e posicionamento dos eletrodos no

momento da avaliacdo.

Os valores de resisténcia e reactancia foram colocados em férmulas

especificas para analise da composi¢cao corporal de pessoas com obesidade,
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obtendo-se assim os valores de massa corporal magra (MCM) (JAKICIC; WING;
LANG, 1998). Para obtengdo dos valores de massa gorda (MG), foi subtraida a
quantidade de MCM (kg) do peso total (kg). A férmula para o célculo da MCM esta
apresentada no Quadro 1.

Quadro 1. Equacgao de JAKICIC (1998) para corregao da massa corporal magra
(MCM) de mulheres com obesidade.

MCM (kg) = 2,68 + (0,2 x Est* / R) + 0,19 x P + 2,55 x etnia (caucasianos = 0,
afro-descendentes = 1) + 0,1157 x Est.

Est = estatura em metros; P = peso em quilogramas; R = resisténcia em Ohm.

3.7. Avaliagcao da Taxa Metabolica de Repouso

A TMR foi obtida através da medida do consumo de oxigénio (O) e producao
de gas carbdnico (COy) pelo aparelho QUARK-RMR (COSMED, Roma, ltélia). O
aparelho foi calibrado antes de cada avaliacdo, seguindo especificacbes do
fabricante.

Para esta avaliagdo as participantes foram previamente orientadas a nao
realizarem exercicios fisicos, n&do ingerir café ou cha preto 24 horas antes do exame,
além de permanecerem em jejum de seis a oito horas.

O exame foi realizado em ambiente termoneutro, com temperatura ambiente
controlada entre 21 a 24° C, baixa luminosidade e sem ruidos. As participantes
permaneceram acordadas durante toda a avaliacdo e permaneceram deitadas em
decubito dorsal.

O consumo de oxigénio (VO;) e a produgao de gas carbodnico (VCO;) foram
medidos durante 30 minutos, sendo os dez primeiros minutos descartados até as
pacientes atingirem o steady state (WEIJS & VANSANT, 2010).
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Figura 5: Avaliagdo da taxa metabdlica de repouso de paciente com
obesidade grau lll.

As equagdes de Weir e Frayn foram utilizadas para estimativa da taxa
metabdlica de repouso e oxidagao de glicose e lipidio, respectivamente. A fracéo de
nitrogénio na urina (N2) ndo foi considerado, de acordo com Weir, 1949, o erro

maximo de exclusao foi inferior a 1 em 500.

Quadro 2. Equacgdes de Weir (1949) para estimativa da taxa metabdlica de repouso

e de Frayn (1983) para estimativa de oxidagao de glicose e lipidio.

Taxa metabdlica de repouso (kcal/dia): 3,941 Vo, (L/min) + 1,106 Vo2 (L/min)
Taxa de oxidagao de glicose (g/min): 4,55 Vcoz — 3,21 Vo2 — 2,6 N2
Taxa de oxidagao de lipidio (g/min): 1,67 Vo2 — 1,67 Vo2 — 1,92 N2

Vo2 = volume de oxigénio; Vco, = volume de gas carbbnico; N2 = nitrogénio na urina

3.8. Avaliagao bioquimica

Foram realizadas analises dos indicadores bioquimicos de glicemia de jejum,
colesterol total (CT), HDL colesterol (HDL-c), LDL colesterol (LDL-c) e triglicerideos
(TG) antes e apds a intervencgéao dietética. Foram adotados os valores de referéncia

padronizados no sistema HCFMRP-USP, descritos no Quadro 3.
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Quadro 3. Valores de referéncia de indicadores bioquimicos utilizados no
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto -

Universidade de Sao Paulo.

Exames Bioquimicos Valores de Referéncia | Método de Analise
Glicemia de jejum (mg/dL) 70 -100 Enzimatico
Colesterol Total (mg/dL) <200 Calorimétrico
HDL colesterol (mg/dL) > 35 Calorimétrico
LDL colesterol (mg/dL) <130 Calorimétrico
Triglicérides (mg/dL) <150 Calorimétrico

3.9. Coleta de tecido adiposo

Antes de iniciar a intervencao dietética de 1200 kcal/dia do G1 (periodo de
adaptacdo das pacientes), foram extraidas amostras de tecido adiposo de
aproximadamente 2g através de um pequeno corte ao nivel da cicatriz umbilical
(bidpsia), no quadrante superior direito, sob efeito de anestesia local. As amostras
foram armazenadas em nitrogénio liquido e, posteriormente, estocadas a -80°C para
preservacdo do RNA. O protocolo de extracao de RNA foi realizado até uma semana
apods a coleta.

Tal procedimento foi realizado em ambos os grupos estudados, porém, no G2
esse tecido ja é abordado durante o ato cirurgico de colelitiase ou hérnia umbilical
por meio de uma incisdo de 1 cm na linha média supra-umbilical.

A coleta da segunda etapa foi realizada somente no G1, apds 6 semanas do
primeiro procedimento e todas as pacientes do G1 foram informadas sobre as duas
coletas e somente participaram apds consentimento.

A localizacéo da coleta do tecido adiposo foi padronizada no presente estudo,
considerando a variacao da expressado génica em diferentes regides do abdémen,
como evidenciado no estudo de Rehrer et al. (2012). Vale ressaltar que todas as
coletas foram realizadas pela mesma equipe médica e com todas as pacientes em

jejum de pelo menos 3 horas.
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3.10. Analise da expressao génica

3.10.1. Extragdo de RNA

O RNA foi extraido a partir de 2g da amostra do tecido adiposo subcutaneo de
pacientes com obesidade grau Ill submetidos a hospitalizagdo e participagdo do
Programa de perda de peso (G1) e pacientes eutréficos (G2), utilizando o método de
extragéo fenolcloroférmio descrito por Chomczynski & Sacchi (1987), a partir de 1,0
mL de Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e, posteriormente foi armazenado em
freezer a -80°C, garantindo estabilidade e preservacao do RNA.

A quantificacdto do RNA foi realizada por meio do equipamento
espectrofotdmetro NanoDrop Lite (Thermo Scientific) nos comprimentos de onda de

260/280 e 230 nm com o objetivo de verificagdo do grau de pureza das amostras.

3.10.2. Procedimento de extragdo de RNA

ApOs a realizacao da bidpsia, as amostras de tecido adiposo abdominal foram
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e posteriormente armazenadas no
freezer -80° C até o momento de extracdo do RNA, realizada no prazo de até uma
semana apos a coleta. Para extracao, o tecido coletado foi descongelado em gelo e
posteriormente realizado o maceramento do mesmo com nitrogénio liquido. Em
seguida, foi adicionado a amostra o volume de 1000 ul de Trizol, 250 pl de
cloroférmio e 10 ul de glicogénio. Apds essa etapa, ocorreu a separagao da solugao
em fase aquosa e organica, sendo que o RNA permaneceu na fase aquosa.
Transferiu-se o sobrenadante (fase aquosa) para um novo tubo, adicionou-se 250 pl
de cloroférmio, agitou-se o tubo manualmente por 15 segundos e incubou-se no gelo
por mais 5 minutos. ApOs esse procedimento, centrifugou-se a 12.000 g por 15
minutos a 4° C. Repetiu-se o procedimento de transferir o sobrenadante para um
novo tubo e adicionou-se a mesma quantidade de isopropanol 100 % (gelado).
Agitou-se manualmente por inversao e centrifugou-se novamente a 12.000 g por 15
minutos a 4° C. Posteriormente descartou-se cuidadosamente o sobrenadante de

isopropanol e a amostra foi lavada por duas vezes com 1000 pl de etanol 70 %. Para
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finalizar, descartou-se cuidadosamente o sobrenadante e o pellet foi eluido em agua

20 yl de agua RNAse free. Posteriormente a amostra foi armazenada a -80° C.

3.10.3. Transcrigao reversa por reagao em cadeia de polimerase — RT —
gPCR (Reverse Transcriptase — Polymerase Chain Reaction) — Sintese de
cDNA

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado por meio da reagdao de 50ul
composto por 100ng de RNA total, utilizando kit High-CapacitycDNA Reverse

Transcription® (Life Tecnologies), seguindo as instrugdes do fabricante.

3.10.4. Analise de Expressao Génica — PCR em tempo real (QPCR)

A analise de expressao génica do presente estudo foi realizada em ftriplicata
por gqPCR utilizando o aparelho 7500 Fast real PCR System (Applied Biosystems).
Para comparagéo do grupo G1 nos momentos pré e pos intervengao dietética com o
grupo controle, o programa computacional calculou a variagdo do ciclo de
quantificagao (Ct) do grupo intervengao em relagao ao ciclo de quantificagao (Ct) do
grupo controle, expressos na base logaritmica 2AACt. Os numeros de expressao
génica representam quantas vezes cada gene foi expresso acima ou abaixo quando
comparados com o grupo controle.

Para quantificar a expressao relativa dos genes ADRB3, UCP1, UCP2, UCP3,
PLIN1 e PPARG2 por meio da gPCR, foram utilizadas as sondas de hidrdlise

descritas no Quadro 4.
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Quadro 4. Sondas de hidrélise para os genes
avaliados no presente estudo.
Gene Sonda
ADRB3 Hs00609046_m1
UCP1 Hs00222453 _m1
UCP2 Hs01075227_m1
UCP3 Hs01106052_m1
PLIN1 Hs00160173_m1
PPARG?2 Hs01115513_m1

TagMan MGB 6-FAM fluorogénicas, seguindo

instrugdes do fabricante.

3.10.5. Controle endégeno

Dois genes de referéncia (GAPDH e B-actina) (Quadro 5) foram utilizados
com o objetivo de normalizar a expressdo dos mRNAs dos genes analisados para
diferengas na quantidade e qualidade de RNA, além da verificacdo de eficiéncia da
reacao de transcrigao reversa entre as amostras. Esses genes sao frequentemente
utilizados em estudos para determinar o melhor normalizador para as amostras
analisadas.

Os genes de referéncia foram amplificados e detectados por sonda TagMan

MGB 6-FAM fluorogénicas (Applied Biosystems), seguindo instrugdes do fabricante.

Quadro 5. Sondas de hidrélise para os genes de

referéncia selecionados para o presente estudo.

Gene Sonda
B-actina Hs99999903 m1
GAPDH Hs99999905 m1
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3.11. Analise estatistica

Apods atestada a normalidade da distribuicido dos dados pelo teste de Shapiro-
Wilk, a estatistica descritiva foi composta por valores de média e desvio-padrao
(DP). Posteriormente foi realizado teste t para amostras pareadas para comparar
antes e ap6s intervengao e test t para amostras independentes para comparagao
dos dois momentos de G1 com o grupo controle. Para verificar associagdes entre as
variaveis quantitativas do estudo, foi utilizada a correlagdo de Spearman. Foi
realizada a regressao linear multipla para verificar a contribuicado da expressao dos
genes na oxidagao de substratos, ajustando para o aporte caldrico, de carboidrato e
lipidio da dieta. A significancia estatistica (p-valor) foi estabelecida em valores
inferiores a 5% (p<0,05), sendo todas as analises realizadas no software Statistical

Package for Social Science (SPSS versao 17.0 [Inc. Chicago. IL]).

46



Resultados



Resultados

4. RESULTADOS

Participaram deste estudo 21 mulheres, sendo 11 com obesidade grau lll,
com média de idade de 35,5t6,8 anos que participaram da intervencao dietética
(dieta de 1200 kcal/dia) por periodo de 6 semanas e 10 mulheres eutréficas, com
média de idade de 33,5£11,2 anos, sem diferencga significante entre os dois grupos.

Na Tabela 1 estdo descritas as informagbes de historico familiar de
sobrepeso/obesidade e presenca de doenga cardiovascular (DCV) e diagnéstico de
diabetes mellitus (DM), hipertensdo arterial sistémica (HAS) e dislipidemia das
participantes dos grupos G1 e G2. Ressalta-se que foram coletados dados de
histérico familiar de sobrepeso/obesidade e DCV somente de 10 pacientes do G1,
considerando que 1 participante ndo soube informar devido ao fato de nao conhecer
0s pais bioldgicos. No grupo G1 notou-se maior prevaléncia de historia familiar de
sobrepeso/obesidade, DCV, DM, HAS e Dislipidemia (DLP), 90%, 30%, 18,2%,

72,7% e 9,1% respectivamente, quando comparado com o G2.

Tabela 1 - Historico familiar de sobrepeso/obesidade, doenga
cardiovascular, diabetes mellitus, hipertensao arterial sistémica e

dislipidemias das pacientes do grupo intervencao (G1) e eutroficas

(G2).

G1 (n=10) G2 (n=10)

n % n %
Histéria familiar Sob/Ob 9 90 6 60
Histéria familiar DCV 3 30 - -
DM 2 18,2 - -
HAS 8 72,7 1 -
DLP 1 9,1 - 10

Sob: sobrepeso; Ob: Obesidade; DCV: Doencga Cardiovascular; DM:
Diabetes Mellitus; HAS: Hipertensao Arterial Sistémica; DLP:
Dislipidemia.
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Na Tabela 2 estdo apresentadas as analises do consumo alimentar do G1
antes e durante a intervengao e do G2. Observou-se menor ingestao energética, de
carboidrato (gramas e % do VCT) e lipidios (gramas e % do VCT) do G1 pré e
durante intervengcdo quando comparado ao G2. O grupo G2 apresentou menor
ingestdo de proteina (% do VCT), quando comparado com o G1 durante
intervencdo. Ao avaliar o consumo alimentar do grupo G1 antes e durante a
intervencao dietética, observa-se um aumento significante na porcentagem de
ingestdo de carboidrato e diminui¢do da ingestdo de lipidio (gramas e % do VCT).
Para as outras variaveis, ndo houve diferengas significantes entre os grupos e os

dois momentos do grupo G1.

Tabela 2. Consumo alimentar de pacientes com obesidade grau Il (G1) antes e

durante intervencgao dietética e mulheres eutroficas (G2).

G1 pré G1 durante 62
intervencgao intervencgao

(n=11) (n=11) (n=10)
Energia (kcal) 1249,3+136,7 1245,6+2,0 1784,4+584,7%°
Carboidrato (g) 149,5+57,9 178,7+0,2 232,3+83,4°
Carboidrato (% do VCT) 48+5,1 57,4+0,1° 51,9+4,3%P
Proteina (g) 60,9+30,7 61,5+0,2 69,3+19,9
Proteina (% do VCT) 19,315,4 19,7+0,1 16,0+2,4°
Lipidio (g) 459+15,5 34,4+0,3? 67,6+33,2%°
Lipidio (% do VCT) 33,5+3,6 24,8+0,1° 33,5+9,72°

kcal: quilocaloria; g: gramas; VCT: valor caldrico total; a: p<0,05 em relagdo ao G1 pré-
intervengao; b: p<0,05 em relagdo ao G1 durante intervengéo.

Na Tabela 3 estdo descritas as variaveis antropométricas, composicao
corporal, TMR e oxidac&do de substratos das participantes antes e apds 6 semanas
de intervencéao dietética e das mulheres eutréficas. Houve diminuigao significante de
peso, IMC, MCM (kg e %), MG (kg e %), VO, e TMR apds intervencéo dietética no
G1. A perda de peso média foi de 8,4+4,3 kg, equivalente a 5,2+1,8% do peso inicial.

Houve diferenga nos indicadores de peso, IMC, CA, MCM (kg e %), MG (kg e
%), TMR e oxidagao de lipidio, entre G2 e o G1, tanto no momento pré como no pés-
intervencgao dietética.
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Tabela 3 - Antropometria, composi¢ao corporal, taxa metabdlica de repouso e
oxidacdo de substratos de pacientes com obesidade grau Il antes e apds

intervencgao dietética (G1) e eutréficas (G2).

G1 pré-intervengao G1 pés-intervengao G2
(n=11) (n=11) (n=10)

Peso (kg) 155,0+31,4 146,5+27,8° 56,8+7,7°°
Estatura (m) 1,62+0,06 1,62+0,06 1,61+0,07
IMC (kg/m?) 58,5+10,5 55,3+9,2° 21,842,230
CA (cm) 146,8+18,8 145,2417,7 78,5+8,6%°
MCM (kg) 65,4+8,6 63,1+7,1° 39,416,32°
MCM (%) 42,8+3,6 47,3+4,0° 69,3+3,4%°
MG (kg) 89,5+23,0 83,4+21,0° 17,442,5%°
MG (%) 57,1+3,6 56,3+4,0° 30,7+3,4%°
VO, (I/min) 0,36+0,06 0,3410,06° 0,20+0,04*°
VCO2 (I/min) 0,26+0,04 0,24+0,03 0,15+0,02%°
TMR (kcal/dia) 2511,6+386,1 2324,0+#416,4°  1427,5+257,4°°
QR 0,72+0,08 0,72+0,73 0,77+0,09
Ox de CHO (g/dia) 27,74196,7 25,74170,5 74,4+105,7
Ox de Lip (g/dia) 250,7+92,3 232,0+100,8 119,5+60,4°°
Ox Total (g/dia) 278,5+120,1 257,7+81,8 194,0+54,5

kg: quilograma; IMC: indice de massa corporal; m: metro; CA: circunferéncia abdominal;
cm: centimetro; MCM: massa corporal magra; MG: massa gorda; VO,: Volume de
Oxigénio; VCO,: volume de dioxido de carbono; TMR: taxa metabdlica de repouso; kcal:
quilocaloria; QR: quociente respiratério; Ox de CHO: oxidagéo de carboidrato; Ox de Lip:
oxidacao de lipidio; Ox Total: oxidagao total; g: gramas; a: p<0,05 em relagdo ao G1 pré-
intervengao; b: p<0,05 em relagéo ao G1 pds-intervengao.

Na Tabela 4 estao apresentados os valores de TMR absoluta e corrigidos por
peso (TMR/peso) e massa corporal magra (TMR/MCM) das pacientes do grupo G1 e
G2. Houve diminuigdo significante na TMR absoluta do G1 apds a intervencao
dietética (p=0,02), porém isso nao foi observado quando corrigido pelo peso corporal
e por MCM. Ao compararmos os dois grupos, observamos que as mulheres com
obesidade apresentaram maior TMR absoluta, porém, quando essa variavel é

ajustada por peso corporal, as mulheres eutréficas apresentam maiores valores.
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Tabela 4. Taxa metabdlica de repouso em termos absolutos e ajustados por peso e
massa corporal magra do grupo G1 antes e apds 6 semanas de intervencao

dietética hipocaldrica e do grupo G2.

G1 pré-intervengao G1 pés-intervencao G2
(n=11) (n=11) (n=10)
TMR abs (kcal) 2511,6+386,1 2324,0+416,4° 1427 54257 4°
TMR/Peso (kcal/kg) 16,5+2,3 16,1£2,5 25,3+4,12°
TMR/MCM (kcal/kg) 38,5+4,0 37,045,3 36,616,5

TMR: taxa metabdlica de repouso; Abs: absoluta; kcal: quilocaloria; kg: quilograma; MCM:
massa corporal magra; a: p<0,05 quando comparado com o G1 pré-intervengao; b: p<0,05
quando comparado com o G1 pds-intervencgao.

Na Tabela 5 estdo descritos os resultados dos indicadores bioquimicos das
pacientes do grupo G1 antes e apds intervengdo dietética hipocaldrica e das
pacientes do grupo G2. Houve diminuicdo significante do colesterol total, HDL-
colesterol e LDL-colesterol apds a intervengao dietética no G1. Quando comparado
ao G2, observa-se diferenca significante do HDL-colesterol pds-intervencdo e do

triglicérides nos momentos pré e pds-intervengao do grupo G1.

Tabela 5 - Indicadores bioquimicos de pacientes com obesidade grau Ill (G1) antes

e apos intervencgao dietética e de mulheres eutrdéficas (G2).

G1 pré-intervengao G1 pés-intervengao G2
(n=11) (n=11) (n=10)
Glicemia jejum (mg/dL) 95,7+20,6 85,7+11,6 85,7+9,8
Colesterol total (mg/dL) 180,3+38,4 152,6+23,3° 160,2+36,0
HDL-colesterol (mg/dL) 39,6+7,6 31,8+5,4°2 47,2+8,6°
LDL-colesterol (mg/dL) 115,1+£32,0 95,6+23,4° 99,7+31,2
Triglicérides (mg/dL) 145,0+£58,3 126,3+47,6 66,1+23,0%°

mg: miligrama; dL: decilitro; a: p<0,05 em relagdo ao G1 pré-intervengéo; b: p<0,05 em
relacdo ao G1 poés-intervencao.

A expressao dos genes avaliados no estudo apresentaram alteragdes apos a
intervengao dietética hipocalérica por 6 semanas. As figuras de 6 a 11 mostram a
expressdo dos genes ADRB3, UCP1, UCP2, UCP3, PLIN1 e PPARGZ2 antes e apos

intervencao dietética. Observou-se reducgao significante da expressdo do gene UCP3
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apos intervencgao dietética (A= -1,18; p<0,05), entretanto, os genes PLIN1 (A= -0,75;
p=0,075) e ADRB3 (A= -3,08; p=0,050) apresentaram uma tendéncia (t) a redugéo
da expressado. Quando comparamos o grupo G1 nos dois momentos do estudo com
o grupo G2, observa-se que os genes ADRB3, UCP1, UCP2 e PPARGZ2 estdo mais
expressos nos individuos com obesidade. Ja os genes UCP3 e PLIN1 estdo mais
expressos no grupo G1 pré-intervengdo e menos expresso nesse mesmo grupo pos-

intervencdo quando comparado com o grupo controle.

ADRB3
w

Expressao relativa do gene

Controle Pré-intervengdo Pds-intervencgao

Figura 6. Expresséo relativa do gene ADRB3 em mulheres com
obesidade grau Ill antes e apds intervencdo dietética. Dados
expressos na base logaritmica 2AACt. (t:p=0,050).
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Figura 7. Expressdo relativa do gene UCP71 em mulheres com
obesidade grau Ill antes e apds intervencdo dietética. Dados
expressos na base logaritmica 2AACt.
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Figura 8. Expressdo relativa do gene UCP2 em mulheres com
obesidade grau Ill antes e apds intervencdo dietética. Dados
expressos na base logaritmica 2AACHt.
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Figura 9. Expressao relativa do gene UCP3 em mulheres com
obesidade grau Ill antes e apods intervengdo dietética. Dados
expressos na base logaritmica 2AACt. (*p<0,05).
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Figura 10. Expressdo relativa do gene PLINT em mulheres com
obesidade grau Ill antes e apds intervencdo dietética. Dados
expressos na base logaritmica 2AACH. (t: p=0,075).
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Figura 11. Expresséo relativa do gene PPARG2 em mulheres com
obesidade grau Ill antes e apds intervencdo dietética. Dados
expressos na base logaritmica 2AACt.

Ao realizarmos as correlagdes entre a expressdo dos genes com 0s
indicadores antropométricos, encontramos correlacdo positiva entre a expressao do
gene UCP2 com a perda de peso em quilogramas (kg) e porcentagem (%) (Figura
12).
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Figura 12. Correlagéo entre expressédo do gene UCP2 e perda de
peso em quilogramas (A) e porcentagem (B) de pacientes com

obesidade grau lll.

As analises de regressao linear multipla ndo evidenciaram contribuicdo da
expressao dos referidos genes no momento pré-intervengédo na perda de peso (%)
(Tabela 6).
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Tabela 6. Analise de regressdo linear multipla mostrando a contribuicdo da expressao dos

genes avaliados na porcentagem de perda de peso.

Pré-intervencgao Variagao da expressao génica
Genes
B r* p IC 95% B r p IC 95%

ADRB3 -0,295 0,087 0,38 (-0,231;0,09) 0,241 0,058 0,48 (-0,167; 0,33)
UCP1 -0,015 0,000 0,97 (-0,206;0,19) -0,255 0,065 0,45 (-0,998; 0,48)
UCP2 0,600 0,360 0,05 (-0,010;3,90) -0,214 0,046 0,53 (-0,974; 0,53)
UCP3 -0,300 0,090 0,37 (-1,301;0,53) 0,279 0,078 0,41 (-0,642; 1,44)
PLIN1 -0,192 0,037 0,57 (-1,137;0,66) 0,129 0,017 0,71 (-0,755; 1,06)
PPARG2 -0,268 0,072 0,43 (-1,862;0,85) 0,010 0,000 0,98 (-0,347; 0,35)

r’: coeficiente de determinagao, IC: intervalo de confianca, p<0,05.

Ao analisar a expressao dos genes e a oxidagcao de substratos, verificou-se
correlagao positiva dos genes UCP3, PLIN1 e PPARG2 com oxidagao de carboidrato
antes da intervengao dietética e dos genes UCP3 e PLIN1 apés 6 semanas de
intervengdo. Houve correlagdo negativa entre a expressao dos genes PLINT e
PPARG2 e a oxidacdo de lipidios antes da intervencao dietética e correlagao
negativa com a expressao do gene PLINT apds 6 semanas de dieta hipocaldrica. As
correlagdes entre os genes UCP3, PLIN1 e PPARG2 estao evidenciadas nas figuras
13 a 20.
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Figura 13. Correlagdo entre expressdo do gene UCP3 e oxidagado de
carboidrato (CHO) pré-intervengéao de pacientes com obesidade grau lll.
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Figura 14. Correlagdo entre expressdo do gene UCP3 e oxidagédo de
carboidrato (CHO) pds-intervengao de pacientes com obesidade grau lll.
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Figura 15. Correlagdo entre expressdo do gene PLIN1 e oxidagdo de
carboidrato (CHO) pré-intervengao de pacientes com obesidade grau lll.
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Figura 16. Correlagdo entre expressdo do gene PLIN1 e oxidagdo de
carboidrato (CHO) pds-intervengao de pacientes com obesidade grau lll.
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Figura 17. Correlagédo entre expressdo do gene PPARG2 e oxidagéo de
carboidrato (CHO) pré-intervengao de pacientes com obesidade grau lll.
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Figura 18. Correlacéo entre expressao do gene PLINT e oxidag&o de lipidio
(LIP) pré-intervengao de pacientes com obesidade grau .
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Figura 19. Correlagéo entre expressao do gene PLIN7 e oxidag&o de lipidio
(LIP) pés-intervengao de pacientes com obesidade grau lll.
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Figura 20. Correlagao entre expressao do gene PPARG?2 e oxidagao de
lipidio (LIP) pré-intervengao de pacientes com obesidade grau lll.

A andlise de regresséao linear multipla evidenciou contribuicdo da expresséo
dos genes UCP3 e PPARG2 no momento pré-intervencdo na oxidagdo de

carboidrato (Tabela 7).

Tabela 7. Regressao linear multipla mostrando a contribuicdo independente da

expressao dos genes UCP3 e PPARG2 na oxidagao de carboidrato.

Genes B r° p IC 95%
UCP3

Modelo 1 0,639 0,400 0,034 (8,057; 166,35)
Modelo 2 0,683 0,475 0,030 (11,461; 174,90)
Modelo 3 0,659 0,481 0,032 (9,639; 170,32)
Modelo 4 0,649 0,465 0,037 (7,111; 169,95)
PPARG2

Modelo 1 0,688 0,473 0,019 (28,014; 247,11)
Modelo 2 0,754 0,565 0,013 (40,686; 261,06)
Modelo 3 0,725 0,567 0,015 (36,839; 253,15)
Modelo 4 0,696 0,529 0,021 (27,130; 251,26)

r*: coeficiente de determinacdo, IC: intervalo de confianca, Modelo 1: regressdo linear,
Modelo 2: regresséao linear ajustada pelo aporte caldrico da dieta (kcal/dia), Modelo 3:
regresao linear ajustada pelo aporte de carboidrato da dieta (g/dia), Modelo 4: regressao
linear ajustada pelo aporte de lipidios da dieta (g/dia), p<0,05.
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A Tabela 8 mostra a analise de regressao linear multipla evidenciando a

contribuicdo do gene PPARG2 no momento pré-intervengéo na oxidagao de lipidios.

Tabela 8. Regressao linear multipla da contribuicdo independente da expressao do
gene PPARGZ2 na oxidagao de lipidio.

Gene B r p IC 95%
PPARG2

Modelo 1 -0,641 0,411 0,033 (-114,56; -5,89)
Modelo 2 -0,719 0,536 0,019 (-120,89; -14,15)
Modelo 3 -0,688 0,558 0,020 (-115,84; -13,34)
Modelo 4 -0,650 0,467 0,036 (-116,91; -5,08)

r’: coeficiente de determinagéo, IC: intervalo de confianga, Modelo 1: regressao linear sem
ajuste, Modelo 2: regresséao linear ajustada pelo aporte caldrico da dieta (kcal/dia), Modelo
3: regresséo linear ajustada pelo aporte de carboidrato da dieta (g/dia), Modelo 4: regressao
linear ajustada pelo aporte de lipidios da dieta (g/dia), p<0,05.

61



P4 ~

Discuussao-



Discussio

5. DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que a intervencao dietética hipocaldrica por 6
semanas proporcionou redugdo significante das variaveis antropométricas de peso,
IMC, MCM, MG e TMR. Além disso, verificou-se que a restricdo energética
influenciou na expressao de genes envolvidos no metabolismo energético e de
lipidios.

O padrao alimentar da populacdo é responsavel pela alta incidéncia de
obesidade em todo o mundo, sendo a ingestdo de alimentos altamente cal6ricos
associada ao sedentarismo os principais responsaveis por essa epidemia (PEARCE
& CASTRO, 2002; YUNSHENG et al., 2003; NONINO et al., 2007). Somada a
crescente prevaléncia de obesidade mundial, observa-se também um aumento
significativo do desenvolvimento de doengas cronicas nao transmissiveis (PI-
SUNYER, 2009; HAIDAR & COSMAN, 2011).

Neste estudo, o consumo alimentar habitual de mulheres com obesidade (G1)
evidenciou, quando comparado ao grupo controle, menor ingestdo energética
(p=0,029) e de carboidrato (p=0,015). Esses dados contradizem os indicadores
antropométricos destas pacientes e a explicacao para tal pode ser o sub-relato
alimentar por parte das pacientes nos recordatérios alimentares de 24 horas. Nonino
et al. (2007) mostraram que ao oferecer um esquema alimentar de 2500 kcal/dia
para as pacientes que participaram de um programa de perda de peso, houve perda
ponderal mesmo com relato alimentar fora do ambiente hospitalar de 2110 kcal/dia.
Scagliusi & Lancha-Junior (2003) concluiram que esse sub-relato € um fenbmeno
complexo que envolve fatores morais, emocionais, sociais, fisicos e cognitivos.
Entretanto, mesmo com a existéncia desse viés na coleta de dados sobre consumo
alimentar, a intervencéo dietética com restricdo de calorias é ainda a estratégia mais
utilizada para a perda ponderal, considerando o fato de ser um método saudavel e
nao invasivo comparado com outras técnicas (ROTELLA & DICEMBRINI, 2015;
FOSTER-SCHUBERT et al., 2012; JAIME et al., 2015).

Neste estudo a intervencao dietética hipocaldrica de 1200 kcal/dia por 6
semanas mostrou ser eficiente na perda de peso e diminuigdo do IMC e da gordura
corporal de pacientes com obesidade grau Ill. Assim como nosso estudo, Cowburn
et al. (1997), mostraram que uma intervencdo com dieta hipocaldrica foi suficiente

para proporcionar perda de peso, com melhora nas variaveis antropométricas e de
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composigao corporal de individuos com obesidade. Além disso, estudo realizado no
Reino Unido avaliando um programa para perda de peso chamado SLiM (Specialist
Lifestyle Management), verificou que uma intervencdo baseada na educacéo
nutricional e incentivo a mudancas de estilo de vida foi suficiente para proporcionar
perda de peso clinicamente significante (BROWN et al., 2015). Wadden et al. (2007)
também mostraram que a realizagdo de uma abordagem abrangente de modificagéo
de estilo de vida é eficaz na indugdo e manutencao da perda de aproximadamente
10% do peso inicial com melhora das complicacbes de saude associadas a
obesidade, incluindo diabetes tipo 2 e hipertensao arterial.

Pode-se observar a partir dos resultados do presente estudo que apesar da
significante reducao das variaveis de peso, IMC, MCM e MG das participantes com
obesidade submetidas a 6 semanas de intervencdo dietética hipocaldrica, esses
indicadores mantiveram-se diferentes do grupo controle. Além disso, n&o foi
observado neste estudo reducao significante da CA apds a intervencao dietética,
sendo que os valores encontram-se muito acima do preconizado pela OMS (OMS,
2004).

A obesidade abdominal é considerada um fator de risco independente para
desenvolvimento de doencgas enddcrinas, metabdlicas e cardiovasculares, mesmo
quando os individuos apresentam IMC dentro dos valores de normalidade (VELOSO
& SILVA, 2010). A medida da circunferéncia abdominal tem sido amplamente
utilizada na pratica clinica considerada como critério diagndstico para a sindrome
metabdlica (MELLER et al., 2014). Dados dos estudos de coorte prospectivos
longitudinais NHANES | e NHANES Il mostraram uma relagdo positiva entre
aumento da massa gorda e todas as causas de mortalidade, além de uma
correlacdo negativa entre massa corporal magra e mortalidade, sendo este ultimo
um fator considerado de protecao para o individuo (ALLISON et al., 2002).

Ao analisarmos a composicdo corporal de mulheres com obesidade
submetidas a dieta hipocaldrica, observamos que além da perda de peso e redugcao
de MG, houve também a redugao da MCM. Verificamos modificagdes importantes na
composig¢ao corporal, com redugao média de 2,1 kg de MCM e de 6,1 kg de MG.

Alguns estudos relatam que até 25% da perda de peso obtida por meio de
dieta com restricdo energética de curto prazo é referente a diminuicdo da massa
corporal magra (NICKLAS et al., 2009; FOSTER-SCHUBERT et al, 2012). A
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reducdo dos parametros de composicado corporal € consequencia comum na perda
de peso com dietas hipocaldricas. Estudo realizado por Thomson et al. (2008)
mostrou perda de peso média de 6,9 kg em 10 semanas de intervengao dietética,
com reducdo de 2,9 kg de MG e 3,5 kg de MCM. Jaime et al. (2015) também
mostraram alteragdes da composicdo corporal em pacientes submetidas a 3 meses
de dieta hipocaldrica, com redugao de 3,9 kg, sendo 2,7 kg de MG e 0,3 de MCM.

Apos a intervencdo dietética, observamos reducdo na TMR absoluta
(2511,6+386,1 kcal/dia para 2324,0+416,4 kcal/dia, p=0,026). Sabe-se que a TMR é
proporcional a massa corporal, principalmente a MCM (HILL et al., 2012). Além
disso, a MCM é responsavel por 60 a 80% de variacdo da TMR, enquanto a massa
gorda corresponde de 5 a 7% dessa variagdo (MENOZZI et al., 2000; DULLOO et
al.,, 2012). Com isso, as alteragbes na composicdo corporal das pacientes do
presente estudo justificariam a diminuicdo do gasto energético de repouso. As
pacientes avaliadas também apresentam TMR absoluta maior quando comparadas
as mulheres eutrdéficas, o que pode ser explicado pela maior massa corporal do
primeiro grupo, sendo assim necessario maior gasto energético para manter as
principais fungdes corporais desses individuos (FARIA et al., 2012). Ao analisarmos
a TMR ajustada pelo peso, ndo encontramos diferenga nesta variavel antes e apés a
intervengao dietética. Quando comparamos as pacientes com obesidade com o
grupo controle, observamos que estas apresentam maior TMR ajustada pelo peso
nos dois momentos do estudo. Assim como no presente estudo, Jaime et al. (2012)
também n&o encontraram reducdo no valor de TMR ajustada pelo peso apés
restricdo caldrica por 3 meses. Diferente dos nossos achados, Bosy-Westphal et al.
(2013) verificaram reducao da TMR ajustada pelo peso apds dieta hipocaldrica por 6
meses e Martin et al. (2007) encontraram reducao da TMR, quando ajustada pela
MCM.

Analisando as variaveis respiratérias, encontramos neste estudo diferenga do
VO, e VCO; entre os grupos G1 e G2, porém, o quociente respiratério (QR), que
corresponde a razao entre essas duas variaveis, utilizado para identificar o substrato
energético (lipidio, proteina ou glicose) oxidado no momento da avaliagédo n&o variou
apoés a intervencio dietética. De acordo com a literatura, quanto mais proximo o
valor de QR estiver de 0,70, como o verificado no nosso estudo, maior é a oxidacao

de lipidios (DIAS et al., 2009). Estudo analisando o quociente respiratério em
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individuos com obesidade mostrou que menores valores dessa variavel sao
atribuidos ao aumento da oxidagéo de gordura, sendo justificado por um mecanismo
compensatorio do corpo para restaurar o equilibrio de gordura corporal (FARIA, et
al., 2014).

A analise dos indicadores bioquimicos do presente estudo mostrou que as
pacientes do grupo G1 apresentaram redugdao das concentragdes seéricas de
colesterol total (CT), LDL colesterol e triglicérides (TG) apdés 6 semanas de
intervencao dietética. Quando comparadas ao grupo controle, as pacientes com
obesidade no momento pds-intervengcao apresentaram valores significantemente
menores de HDL colesterol. Ja com relagao ao triglicérides, o grupo G1 apresentou
valores significantemente mais elevados quando comparado ao G2. De acordo com
estudos prévios, essa redugado € de extrema importancia para a diminuigdo do risco
para doengas cardio-metabdlicas (OUYANG et al., 2015). De encontro com nossos
achados, Jaime et al. (2015), estudando mulheres com obesidade submetidas a
restricao caldrica por trés meses observaram reducido das concentragdes séricas de
triglicérides. Além disso, outros estudos também mostram reducbes das
concentragoes de lipidios apds intervencao dietética hipocalérica (VALLE et al.,
2010; NIEMAN et al.,, 2002), evidenciando a restricdo energética como uma
estratégia eficaz no tratamento de dislipidemia (WOOD et al., 2006; VALLE et al.,
2010).

Ao analisar a glicemia, ndo foi encontrado diferenga nas concentragdes
plasmaticas entre os grupos do estudo e apds intervencéo dietética no grupo G1,
porém, sabe-se que a perda de peso é importante no controle glicémico em
individuos com obesidade (KNOWLER, et al., 2002; GAAL & SCHEEN, 2015).

Neste estudo, ao analisarmos a expressdo de genes relacionados ao
metabolismo energético e de lipidios antes e apos intervencdo dietética, néo
encontramos diferencas significantes na expressao dos genes UCP1, UCP2 e
PPARG2, porém, houve uma reducédo significante na expressao do gene UCP3 e
uma tendéncia a reducéo da expressao dos genes ADRB3 e PLINT.

Nao existem ainda estudos semelhantes ao nosso na literatura avaliando a
expressao destes genes em tecido adiposo subcutdneo antes e apds intervengao
dietética hipocaldrica e suas influéncias na perda de peso, TMR e oxidagao de

substratos.
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Encontramos neste estudo uma tendéncia na redugao da expressao do gene
ADRB3 (5,31£8,08 para 2,23+3,61 (p=0,05)) apods intervengao dietética hipocaldrica.
Sabe-se que esse gene é responsavel por estimular a mobilizagdo de lipidios por
meio da lipdlise no TAB, ocasionando uma menor retengdo de gordura nos
adipécitos, contribuindo para a perda de peso (MASUO & LAMBERT, 2011), assim a
resposta desse gene em nosso estudo pode indicar uma adaptagéo do organismo
no processo de perda de peso. Ainda, foi observado que individuos com obesidade
apresentaram maior expressao do respectivo gene nos dois momentos do estudo,
quando comparado com grupo controle.

Alguns estudos avaliaram a presenga de polimorfismos no gene ADRB3 e
suas relagbes com a obesidade, sindrome metabdlica e hipertenséo arterial, porém,
os resultados descritos ainda s&o contraditérios. Luis et al. (2008) verificaram
associacao entre aumento de peso e maiores valores de IMC de individuos
portadores do polimorfismo no gene Trp64 ADRB3 quando comparados com
individuos sem essa alteracao genética. J& Rawsonet et al. (2002) ndo encontraram
nenhuma diferenga entre o IMC e individuos portadores da mesma modificacio.
Mirrakhimov et al. (2011) também encontraram associacdo entre obesidade,
circunferéncia abdominal e redugao dos niveis de HDL com o mesmo polimorfismo
do gene ADRB3. No estudo de Saliba et al. (2014), 109 mulheres brasileiras com
obesidade foram avaliadas antes e apds intervencao dietética por sete semanas e
nao foram encontradas diferencas na perda de peso entre as mulheres portadoras e
nao portadoras do polimorfismo no gene Trp64 ADRBS3.

A UCP1 é uma proteina transportadora de anions presente na mitocéndria e
apresenta papel importante na fungdo de termogénese. No presente estudo
verificou-se uma reducao da expressao desse gene apods a intervencao dietética,
mas sem diferencga significante (p=0,131). Apesar dos mecanismos de atuacao
dessa proteina ndo serem totalmente conhecidos, sua acdo termogénica no TAM ja
€ descrita em alguns estudos (BUSIELLO et al., 2015; KNUDSEN et al., 2014; LIU et
al., 2013). Por meio de sua atuacao na produgado de energia sob forma de calor na
membrana interna mitocondrial, essa proteina possui um papel significativo no
combate a obesidade (KLAUS et al., 2012; DEPIERI et al., 2004). Sabe-se que o
gene UCP1 é mais expresso no TAM sob condi¢bes basais (sem presenca de

estimulos), enquanto no TAB a expressdao é decorrente de uma resposta de

67



Discussio

ativadores, tais como os beta adrenérgicos e o0s receptores ativados por
proliferadores de peroxissoma (PETROVIC et al., 2010; WU et al., 2013; CARRIERE
et al., 2014). Entretanto, os adipdcitos dos dois tecidos descritos apresentam niveis
comparaveis de UCP1 que, sob estimulacdo, podem atuar com a mesma
capacidade termogénica (WU et al., 2012). Com isso, a diminuicdo da expressao da
UCP1 esta associada com a maior suscetibilidade de desenvolvimento da
obesidade, além de maior risco de desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2,
como descrito no estudo de Brondani et al. (2012). Ainda, foi observado neste
estudo que individuos com obesidade apresentaram maior expresséo do respectivo
gene nos dois momentos do estudo quando comparados aos individuos eutroficos.

Neste estudo também foi verificado aumento na expressdo do gene UCP2
apos a intervencao dietética, mas sem diferenca significante (p=0,859). O gene
UCP2 esta envolvido na regulagdo de mecanismos de homeostase corporal, dentre
eles a ingestdo alimentar, gasto energético, homeostase da glicose e
comportamentos de recompensa (TODA & DIANO, 2014). No estudo realizado por
Millet et al. (1997), foi verificado aumento da expressdo do gene UCPZ2 em
individuos magros e com obesidade que foram submetidos a uma restricdo de,
aproximadamente, 250 kcal em relagdao a uma dieta normocaldrica. Ja Oberkofler et
al. (1998) verificaram reducao significante da expressdo da UCPZ2 no tecido adiposo
de obesos quando comparado com individuos magros. Ao avaliar a expresséo do
gene UCP2 em tecido adiposo subcutaneo e omental em 69 individuos, Mahadik et
al. (2012) observaram que a expressao desse gene € reduzida nos pacientes com
obesidade e diabéticos, quando comparados com o grupo controle (ndo obesos).
Além disso, no mesmo estudo foi verificada uma reducéo da expressdo do mesmo
gene no tecido omental, quando comparado com o tecido adiposo subcutaneo.
Contrariando esses achados, nossos dados mostraram que individuos com
obesidade apresentaram maior expressao do respectivo gene nos dois momentos
do estudo quando comparados aos individuos eutroficos.

Ainda, observamos neste estudo reducgao significante (p=0,00) na expressao
do gene UCP3 apds a intervencdo dietética hipocaldrica por 6 semanas. Assim
como nossos resultados, Pedersen et al. (2000) verificaram redugcao da expressao
da UCP3 apés quatro semanas de dieta hipocaldrica em mulheres com obesidade.

Dulloo et al. (2001) verificaram uma associacao da UCP3 na regulacdo do fluxo de

68



Discussio

substratos lipidicos, ou seja, de acordo com as concentragdes plasmaticas de acidos
graxos livres (AGL) ocorre variagdo na oxidagao lipidica e, consequentemente,
alteragbes na expressao deste gene. Diferente desses achados, Bracale et al.
(2014) nao verificaram alteracbes na expressdo do gene UCP3 no musculo
esquelético em mulheres com obesidade grave recebendo dieta com restricdo
calérica por quatro semanas.

Foi observado no presente estudo que individuos com obesidade
apresentaram maior expressdo de UCP3 no momento pré-intervengdo e menor
expressdo no momento pos-intervencdo quando comparados com individuos
eutroficos.

Sabe-se que as UCPs apresentam papel importante na termogénese, TMR,
oxidacdo de substratos, regulacdo do metabolismo lipidico e, consequentemente,
controle do peso corporal (DEPIERI et al., 2004; BRONDANI et al., 2014). Com isso,
essas proteinas tém sido alvos de varios estudos que buscam estratégias de
tratamentos de doengas que resultam do desequilibrio energético (SAMEC et al.,
2002; BUSIELLO et al., 2015).

Pesquisas associando polimorfismos das UCPs e obesidade tém sido
realizadas, buscando entender a agado desses genes na alteragdo do peso corporal.
Um estudo realizado por Maestrini et al. (2003) comparando individuos com
obesidade grave e eutroficos verificou que ndo houve associagao significante entre
dois polimorfismos da UCP2 com parametros antropométricos e metabdlicos.
Phulukdarre, et al. (2013) também nao encontraram associagédo de polimorfismos na
UCP2 e UCP3 com o risco de doenca arterial coronariana (DAC). Ja Brondani et al.
(2014) verificaram que o polimorfismo no gene UCP3 esta relacionado com protegao
contra o desenvolvimento da obesidade na populagdo européia, mas ndo em
individuos com diabetes mellitus tipo 2.

Kovacs et al. (2005) investigaram os efeitos da alteragdo genética da UCP2
na etiologia da obesidade e diabetes mellitus tipo 2 em indios Pima e verificaram
gue houve uma influéncia no metabolismo energético desses individuos, porém, sem
contribuigdo de forma significante no desenvolvimento dessas doencgas.

Os resultados dos varios estudos comprovando a influéncia das UCPs no
metabolismo energético e controle do peso corporal tem levado ao surgimento de

intervengdes nutricionais personalizadas e melhores abordagens farmacolégicas,
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objetivando resultados mais eficazes no tratamento da obesidade (DEPIERI, et al.,
2004; BUSIELLO et al., 2015).

A perilipina 1 € uma proteina responsavel pela regulagao celular de depdsito e
mobilizacdo de triglicerideos (TAlI & ORDOVAS, 2007), facilitando a formagéo e
armazenamento de lipidios em gotas, além de proporcionar o aumento da lipdlise
por estimulagdo de catecolaminas (DERAM et al., 2008). No presente estudo
verificou-se uma reducgao da expressao do gene PLINT apds a intervengao dietética.
Mottagui-Tabar et al. (2003) verificaram que a expressdo reduzida de PLINT nos
adipécitos foi associada a altas taxas de lipolise basal induzida por noradrenalina em
mulheres com obesidade. Ray et al. (2009) verificaram reduzida expressao do gene
PLIN1 obtido em tecido adiposo subcutaneo abdominal e omental de individuos com
obesidade, ao contrario de Kern et al. (2004) que verificaram maior expressao desse
gene em individuos obesos. Neste estudo foi observado que individuos com
obesidade apresentaram maior expressao do respectivo gene no momento pre-
intervengao e menor expressdo no momento pés-intervencido quando comparado
com o grupo controle.

O polimorfismo do gene PLIN também tem sido estudado e associado com
fendtipos de obesidade em mulheres brancas e indianas, mas ndao em mulheres
chinesas (Ql et al., 2004). Além disso, um polimorfismo no gene em questédo foi
associado com resisténcia a perda de peso em populacao obesa (CORELLA et al.,
2005). Soenen et al. (2009) analisaram outro polimorfismo do gene PLIN1 em
mulheres obesas sob intervencao dietética por 6 semanas e verificaram maior risco
de desenvolvimento de obesidade nesses individuos. Ao avaliar a associacdo de
dois polimorfismos no gene em questdo com a composi¢do corporal, TMR e
oxidacao de substratos energéticos, Ruiz et al. (2011) verificaram que mulheres que
apresentavam essas alteragbes genéticas apresentavam menor reducao da CA e
oxidagao lipidica.

O PPARGZ2 é um gene envolvido com a diferenciagao de adipdcitos, estoque
de lipidios e sensibilidade a insulina (SPIEGELMAN et al., 1998; VIDAL-PUIG et al.,
1997), além de ser fortemente associado com o desenvolvimento da obesidade
(MARTI et al., 2008; LUAN et al., 2001; OCHOA et al., 2008). No presente estudo
houve reducdo da expressdao do gene PPARG2 apds intervengao dietética

hipocaldrica, porém, sem diferenga significante (p=0,790). Ao avaliar a expressao do

70



Discussio

referido gene no tecido adiposo em humanos com obesidade e eutréficos, Vidal-Puig
et al. (1997) verificaram que o mesmo apresenta maior expressdo, além de
associacao positiva com o IMC. Ainda nesse estudo, foi verificado que a oferta de
uma dieta restrita em calorias diminui a expressdo do PPARG2. Concordando com
esses achados, nossos dados mostraram que individuos com obesidade
apresentaram maior expressao do respectivo gene nos momentos pré e pos-
intervengdo quando comparado com o grupo controle.

Alguns estudos também mostram uma associagao entre alteragdes no gene
em questdo com diminuicdo de sua expressao e, consequentemente, influéncia nos
niveis plasmaticos de lipidios em individuos com obesidade (SWARBRICK et al.,
2001). Uma meta-analise mostrou que o polimorfismo do PPARG2 esta associado
com o risco de desenvolvimento de obesidade em populagcdes caucasianas,
asiaticas e miscigenadas (YAO, et al., 2015). Outra meta-andlise realizada com
19136 individuos, investigando a associacao do polimorfismo no mesmo gene com o
IMC encontrou resultados positivos (MARTI & MARTINEZ, 2006).

Ao avaliar a correlagdo da perda de peso com a expressdo dos genes
estudados, verificamos no presente estudo correlacdo positiva entre estes
indicadores e a expressdo do gene UCP2. Sabe-se que esse gene esta envolvido
com a regulagédo da ingestdo alimentar, gasto energético e homeostase da glicose
por meio da morfologia mitocondrial, portanto, confirmando sua atuagao no processo
de perda de peso (TODA & DIANO, 2014).

Ja na analise da correlacdo entre a expressdo dos genes com a oxidacao de
substratos antes e apds intervencado dietética, encontramos resultados positivos
entre a expressao dos genes UCP3, PLIN1 e PPARG?2 e oxidagao de carboidrato e
negativos entre a expressao dos genes PLINT e PPARG2 e a oxidagao de lipidios.
Ainda sdo escassos na literatura estudos que avaliam a associacédo entre expressao
dos referidos genes em tecido adiposo subcutdneo com a oxidagado de substratos,
porém, segundo dados de Boschini & Garcia-Junior (2005), uma dieta hipocaldrica e
perda de peso proporcionam reducdo da TMR e, consequentemente diminuicdo da
taxa de lipdlise. Com isso, ocorre menor utilizagdo dos AGL, levando a menor
expressao da UCP3, justificando a correlagao positiva existente entre a expressao
do presente gene com a oxidagdo de carboidrato no nosso estudo. Em uma

pesquisa com pacientes submetidos ao jejum, Dulloo & Samec (2001) verificaram
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diminuicao da expressao da UCP3 em TAM e diminuicdo da oxidacao de lipidios. Ao
mesmo tempo, verificaram aumento da expressdao do mesmo gene no musculo
esquelético com aumento da oxidagdo de gordura, sendo uma forma de resposta
adaptativa de termogénese, em que o lipidio passa a ser a principal fonte de
combustivel, permitindo a preservacado da glicose para a utilizagdo de érgaos e/ou
tecidos que necessitam exclusivamente desse nutriente como substrato energético.

Encontramos em nosso estudo correlacdo positiva do gene PLINT com
oxidagcédo de carboidrato e negativa com oxidagao de lipidios. O gene em questao
apresenta papel chave no armazenamento de lipidios nos adipdcitos, porém, sob
estimulo de catecolaminas, esse gene atua no aumento da lipdlise nesse tecido
(DERAM, et al., 2008). Ray et al., (2009) avaliaram a expressao do PLINT1 na regido
abdominal em tecido adiposo subcutaneo e omental de mulheres com obesidade e
eutréficas e verificaram menor expressao desse gene e aumento do tamanho dos
adipadcitos nos individuos do primeiro grupo.

O PPARGZ2 é um gene diretamente relacionado com a diferenciagdo dos
adipécitos, além do armazenamento de lipidios e sensibilidade a insulina (RAZQUIN
et al., 2011). A correlagéo positiva desse gene com a oxidagdo de carboidrato e
negativa com a oxidagao de lipidios no nosso estudo condiz com outras pesquisas
presentes na literatura, comprovando a agdo do gene em questdo no metabolismo
de macronutrientes (GRYGIEL-GORNIAK, 2014; JANANI & KUMARI, 2015,). Vidal-
Piug et al. (1997), verificaram diminuigdo da expressao do gene PPARGZ2 apds dieta
com baixo teor caldrico e perda de peso em individuos com obesidade, sendo
explicado pela diminuigdo dos niveis séricos de insulina de jejum, leptina,

triglicérides e CT.
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6. CONCLUSAO
Com os resultados do presente estudo, pode-se concluir que:

% O consumo alimentar avaliado ndo é condizente com os dados
antropométricos obtidos no presente estudo, evidenciando um sub-relato das
pacientes com obesidade;

« A intervencao dietética hipocalérica é eficaz para redugcado das variaveis
antropométricas e de composigdo corporal, incluindo peso, indice de massa
corporal, massa corporal magra e massa gorda apos seis semanas. A manutencao
da taxa metabdlica de repouso corrigida pelo peso e massa corporal magra
evidencia a importidncia dessas variaveis no sucesso da perda de peso na
intervencgao dietética com restricdo do aporte calorico;

% A intervengao dietética mostrou ser eficaz na melhora dos indicadores
bioguimicos, principalmente do perfil lipidico;

« A diminuicdo da oferta energética reduz a expressdo do gene UCP3 em
individuos com obesidade;

% A expressdo do gene UCP2 esta associada com a perda de peso apds a
intervencgao dietética hipocaldrica;

% Os genes ADRB3, UCP1, UCP2 e PPARG2 foram mais expressos em
individuos com obesidade grau Ill quando comparado com individuos eutroficos,
porém, os genes UCP3 e PLIN1 apresentaram maior expressdo somente no
momento pré-intervencgao.

% A expressdo dos genes UCP3, PLINT e PPARG2 -correlacionam-se
positivamente com a oxidacdo de carboidrato e os genes PLINT e PPARG2
correlacionam-se negativamente com oxidagao de lipidios, influenciando na perda

de peso apos seis semanas de intervencao dietética hipocaldrica.
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APENDICES

APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido das pacientes que

realizaram intervencgéao dietética.

oF do
PROECE Mep,,
PFriseinio preto ¥y

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO
DEPARTAMENTO DE CLINICA MEDICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) a participar da pesquisa intitulada “Andlise de
expressao génica em mulheres obesas grau lll antes e apds intervengao dietética e perda
de peso”coordenada pela professora Dra. Carla Barbosa Nonino, da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto — Universidade de S3o Paulo e com participacdo da aluna de Mestrado
Cristiana Cortes de Oliveira. Essa pesquisa ird incluir pacientes com obesidade grau Ill e
magros e apresenta o objetivo de avaliar a expressao dos genes ADBR3,UCPs,PLIN, PPARG2,
em tecido de gordura antes e apds dieta com baixa caloria para perda de peso.

Caso vocé aceite participar, vocé sera incluida em um programa de internagdo para
reducdo de peso ja existente neste servico. Este programa chamado “Programa de
internacdo” acontece na enfermaria de Nutrologia do HCFMRP, tem durac¢do de 8 semanas e
conta com varios profissionais incluindo médicos, nutricionistas e enfermeiros que
acompanham as pacientes por todo o periodo de internacao.

No primeiro dia da internagdo serao realizadas as seguintes avalia¢des:

1-) Medidas de peso, altura, circunferéncia do abdomen,

2-) Um exame que verifica sua quantidade de musculo e gordura. Esse exame é
chamado Bioimpedancia Elétrica, é indolor e ndo invasivo e realizado com vocé deitado no
leito, com adesivos colados na pele da mao e pé direitos. Para realizagdo desse exame serd
necessario que vocé fique em jejum de pelo menos 4 horas. Esse exame tem duragdo de 3
minutos.

3-) Um exame que verifica seu gasto de energia chamado calorimetria indireta. Nesse
exame, vocé ficard deitado e usard um capacete transparente pelo qual medimos a
guantidade de oxigénio que estd consumindo. Para realizacdo desse exame sera necessario
gue vocé fique em jejum de pelo menos 8 horas. Esse exame terd duracdo de 30 minutos.

4-) Coleta de 2g de tecido de gordura do abdémen (aproximadamente 1/2 colher de
café) para andlise da expressdo génica. Essa coleta sera realizada por um médico cirurgido
especializado, por meio de um pequeno corte (1 cm) no seu abdémen com anestesia local e
depois fechados com pontos. Esse procedimento poderd causar leves desconfortos como
dores, hematomas e inchacos no local.

5-) Coleta de 10 ml de sangue (aproximadamente uma colher de sopa). Sera realizada
por enfermeiro por meio de uma picada de agulha. Esse procedimento podera causar uma
pequena mancha arroxeada no local que desaparece em poucos dias.

6-) Analise da sua alimentagdo por meio do Recordatdrio 24 horas (vocé deve relatar
para o pesquisador todos os alimentos e preparacdes e as quantidades ingeridas durante 1
dia).
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Durante as 8 semanas de internagdo vocé receberd dieta com baixa caloria (1200
kcal) distribuidas em seis refei¢cdes por dia (café da manh3, lanche da manh3, almoco, lanche
da tarde, jantar e lanche da noite). No ultimo dia de internacdo todos os procedimentos
serdo realizados novamente.

Sua participacdo é voluntdria nesta pesquisa e estard ajudando a conhecer a
influéncia da dieta e perda de peso na expressdo de genes no tecido de gordura,
contribuindo para que novos métodos de tratamento para obesidade sejam adotados.

Queremos deixar claro que sera garantido o sigilo da sua identidade e a privacidade
das informacdes coletadas. Esclarecemos que vocé ndo receberd nenhum pagamento do
pesquisador ou do hospital e que vocé sera devidamente acompanhado durante todo o
periodo do estudo e podera desistir de participar a qualquer momento, sem que isto
prejudique seu atendimento e acompanhamento habitual. No caso de vocé ndo entender
alguma parte deste consentimento, perguntas podem ser feitas ao responsdvel pela
pesquisa antes de assina-lo. Os pesquisadores também terdo o compromisso de manté-lo
atualizado das informacgGes durante o periodo do estudo, mesmo que isso possa afetar sua
vontade de continuar participando.

No caso de alteragbes nos exames vocé serd comunicado e orientado para
tratamento, se necessario. Caso ocorra dano decorrente da participacdo na pesquisa, vocé
tera direito a indenizagdo conforme as leis vigentes no pais.

Qualquer duvida apresentada durante a realizacdo do estudo ou a necessidade de
esclarecimentos, vocé poderd entrar em contato conosco pelo telefone (16) 3602-4810 ou
pelo email cristiana.nutricionista@hotmail.com ou no Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital das Clinicas da Faculdade de medicina de Ribeirdo Preto pelo telefone (16)
36022228.

Eu, , RG:

, anos de idade, concordo com minha participagdo nesta

pesquisa e declaro ter compreendido o termo de consentimento acima sendo minha
participacdo inteiramente voluntaria.

Ribeirdo Preto, de de
Nome por extenso da participante Assinatura da participante
Nome por extenso do pesquisador da equipe Assinatura do pesquisador da equipe
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APENDICE B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido das pacientes

eutroficas.

A e, UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
‘ FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO
DEPARTAMENTO DE CLINICA MEDICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidada a participar da pesquisa intitulada “Andlise da expressdo de
genes relacionados ao gasto energético de individuos obesos grau Ill antes e apds cirurgia
bariatrica” coordenada pela professora Dra. Carla Barbosa Nonino, da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo e com participa¢do do aluno de mestrado Bruno Affonso
Parenti de Oliveira. Essa pesquisa ird incluir pacientes com obesidade grau lll e magros e apresenta o
objetivo de avaliar a expressao dos genes ADRB3,UCPs,PLIN, PPARG2em tecido de gordura.

Para vocé participar da pesquisa, vocé serd selecionada a partir dos atendimentos no
Hospital Estadual. A coleta do tecido de gordura serd realizada durante procedimento cirurgico de
hérnia umbilical (incisional ou epigdstrica) ou colelitiase sem colecistiteaguda.Durante a cirurgia, o
cirurgido irad coletar 2g de tecido de gordura do abdémen (1/2 colher de café) para posterior analise
da expressdo génica. Ressalto que isso ndo modificard os resultados da cirurgia, ja que este tecido
serd coletado sem a necessidade de procedimento extra pelo médico cirurgido. Caso vocé aceite
participar da pesquisa, um dia antes da cirurgia devera comparecer ao Ambulatério de Cirurgia
Bariatrica do Hospital das Clinicas da FMRP-USP, dessa forma serdo realizadas as seguintes
avalia¢oes:

1-) Medidas de peso, altura, circunferéncia do abdémen.

2-)Um exame que verifica sua quantidade de musculo e gordura. Esse exame é chamado
Bioimpedancia Elétrica, é indolor e ndo invasivo e realizado com vocé deitado no leito, com adesivos
colados na pele da mado e pé direitos. Para realizagdo desse exame serd necessario que vocé fique em
jejum de pelo menos 4 horas. Esse exame tem duragdo de 3 minutos.

3-) Um exame que verifica seu gasto de energia chamado calorimetria indireta. Nesse exame,
vocé ficard deitado e usard um capacete transparente pelo qual medimos a quantidade de oxigénio
gue estd consumindo. Para realizacdo desse exame serd necessario que vocé fiqgue em jejum de pelo

menos 8 horas. Esse exame terd duracdo de 30 minutos.
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4-) Analise da sua alimentagdo (todos os alimentos que vocé consome durante um dia) por
meio do questionario chamado de Recordatério 24 horas.

Todas as avaliagBes serdo realizadas em um Unico momento.

Esclarecemos que a coleta do tecido de gordura ndo trara riscos adicionais, além do
procedimento cirurgico que vocé ird realizar.

Sua participagdo é voluntaria nesta pesquisa e estara ajudando a conhecer a influéncia da
expressao de genes no tecido de gordura, contribuindo para que novos métodos de tratamento para
obesidade sejam validados e adotados.

Queremos deixar claro que serd garantido o sigilo da identidade e a privacidade das
informacgdes do seu prontudrio e dos dados. Vocé serd devidamente acompanhado durante todo o
periodo do estudo e poderd desistir de participar a qualquer momento, sem que isto prejudique seu
atendimento e acompanhamento habitual.

Esclarecemos que vocé ndo recebera nenhum pagamento do pesquisador ou do hospital e
que sera prestada informagdo atualizada durante o estudo, mesmo que isso possa afetar a sua
vontade de continuar dele participando.

No caso de alteragdes nos exames vocé serd comunicado e orientado para tratamento, se
necessdrio. Caso ocorra dano decorrente da participacdo na pesquisa, vocé tera direito a indeniza¢do
conforme as leis vigentes no pais.

Qualquer duvida apresentada durante a realizacdo do estudo ou a necessidade de
esclarecimentos, vocé podera entrar em contato conosco pelo telefone (16) 3602-4810 ou pelo email
bruno_parenti@usp.br ou no Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de

medicina de Ribeirdo Preto pelo telefone (16) 36022228.

Eu, , RG:

, anos de idade, concordo com minha participagdo nesta pesquisa

e declaro ter compreendido o termo de consentimento acima sendo minha participagao

inteiramente voluntaria.

Ribeirdo Preto, de de
Nome por extenso da participante Assinatura da participante
Nome por extenso do pesquisador da equipe Assinatura do pesquisador da equipe
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APENDICE C - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para guarda de
material biolégico.

FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

TERMO DE CONSENTIMENTO PARA GUARDA DE MATERIAL BIOLOGICO

Eu, Prof2 Dra. Carla Barbosa Nonino, declaro ser responsavel pelo
biorrepositérioNutricao e gendmicacriado no Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto, que
tem o objetivo de guardar amostras de sangue e tecido adiposo tanto para genotipagem
guanto para analise de expressao de genes para posterior associacdo com doencas.

Desta forma, gostaria da sua permissdo para guardar uma amostra de seu tecido
adiposo e sangue para fins de pesquisa e analise cientifica. Esses materiais serdo utilizados
posteriormente para analise genética (analise do seu DNA e expressado génica).

Este material é coletado durante procedimentos de coleta de sangue e biopsia. Apds
coletado sera guardado no freezer -809C no laboratdrio de nutricdo do departamento de
Clinica Médica.

Sua participacdo é voluntaria, tendo liberdade de aceitar ou ndo que sua amostra
seja guardada, sem risco de qualquer penalizacdo ou prejuizo no atendimento que lhe for
prestado. O (A) Sr. (a) também tem o direito de retirar seu consentimento a qualquer
momento do estudo.

Esclarecemos que vocé ndo receberd nenhum pagamento do pesquisador ou do
hospital e que serd prestada informacao atualizada durante o estudo, mesmo que isso possa
afetar a sua vontade de continuar dele participando.

Eu me comprometo a identificar as amostras e os dados coletados de modo que
garanta o seu sigilo e a confidencialidade de seus dados, para isso a sua amostra de sangue e
tecido serd identificada por meio de nimeros.

Ao final deste documento, o(a) senhor(a) poderd escolher se quer ou ndo ser

comunicado de cada nova pesquisa que podera ser feita com o seu material armazenado.
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O (a) senhor (a) me passara todos os dados de como posso lhe encontrar e garanto
fornecer as informacdes de seu interesse, além de receber eventuais beneficios
provenientes do estudo com seu material biolégico.

Declaro que toda nova pesquisa serd submetida a analise por um Comité de Etica em
Pesquisa.

Agradeco a colaboragdo, colocando-me a disposicdo para qualquer duvida ou
esclarecimentos durante a realizacdo do estudo, vocé podera entrar em contato conosco
pelo telefone (16) 3602-4810 ou pelo email carla@fmrp.usp.br ou no Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto pelo telefone

(16) 36022228.

Atenciosamente,

Carla Barbosa Nonino
Professora do Departamento de Clinica Médica da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sdo Paulo

Certificado de Consentimento

Eu, ,RG: ,
morador na rua , n2 , bairro , cidade ,
telefone abaixo assinado, tendo recebido as informacdes acima, aceito

gue minha amostra de material bioldgico seja armazenada no Hospital das Clinicas de
Ribeirdo Preto, sob a responsabilidadeProf2 Dra. Carla Barbosa Nonino, para fins de pesquisa

e analise cientifica.

DEu QUERO ser comunicado e assinar um novo termo de consentimento a cada nova
pesquisa que for desenvolvida com o meu material bioldgico que estd armazenado;

Oeu NAO QUERO ser comunicado e assinar um novo termo de consentimento a cada nova
pesquisa que for desenvolvida com o meu material bioldgico que estd armazenado;

Ribeirdo Preto, de de20_ .

Assinatura do doador ou responsavel.
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ANEXOS

ANEXO A — Aprovacéo do Comité de Etica do HCFMRP-USP.
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ANEXO B- Aprovacgao da pesquisa nas dependéncias do Hospital Estadual.

HERibeirao @ CIR-HERibeirao

Hospital Estadual de Ribeirao Preto
Prof. Dr. Carlos Eduardo Martinelii i Sy e

Ribeirdo Preto, 13 de novembro de 2013.

Projeto de Pesquisa: “Andlise da expressdo de genes relacionados ao gasto energético de
individuos obesos grau IIT antes ¢ apos cirurgia bariétrica™.
i

Pesquisador Principal: Bruno Affonso Parenti de Oliveira
Contatos: Tel.: (16) 99715-3118 e-mail: bruno_parenti@hotmail.com
bruno_parenti@usp.br

Orientadora: Prof. Dra. Carla Barbosa Nonino
Contatos: Tel.: (16) 98124-0707 e-mail: carla@fmrp.usp.br.

Area de especializagio:

Fica autorizada a realizagdo da pesquisa supracitada nas dependéncias do HOSPITAL
ESTADUAL DE RIBEIRAO PRETO “PROF DR CARLOS EDUARDO
MARTINELLI”, a partir do momento que forem entregues. na secretaria da administraggo,
os documentos abaixo relacionados:

(x ) parecer com APROVACAO do Comité de Etica em Pesquisa do HCFMRPUSP
G OuTos! S ot e i R e e e

O pesquisador esta ciente que ndio havera financiamento, por parte do HERibeirdo,
para quaisquer materiais que ndo sejam'de uso habitual desta Institui¢do, incluindo bens de
consumo e equipamentos.

O Pesquisador também declara estar ciente e plenamente de acordo com a
determinagéo da Diretoria do Hospital Estadual de Ribeirdo Preto que estabelece que, todo e
qualquer material e/ou equipamento trazidos para utilizagfio nas dependéncias do hospital
deverdo ser previamente entregues para esterilizagdo ou avaliagio na Central de Material e
Esterilizagdo do HERibeirdo, depois de acordado com a Enfermeira responsavel pelo setor.

O Pesquisador se compromete em encaminhar a esta Diretoria o Relatério final da
pesquisa e a publicacio de seus resultados bem como comunicar qualquer intercorréncia ou a
sua interrupgdo.

A

)

Brtwns APy (DihoSeve’
Brno Affonso Pare{n%e Oliveira Prof(Dr /ﬁ}on Salgado Junior
Pesquisador Principal Dlretor Geral

\

|V

HOSPITAL ESTADUAL DE RIBEIRAO PRETO - “Prof. Dr. Carlos Eduardo Martinelli”
Avenida Independéncia, 4750 - Jardim Califérnia - Cep: 14026-160 - Ribeirio Preto - Sio Paulo
CNPJ/MF 57.722.118/0002-21 - Fones: 3602-7100
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ANEXO C - Esquema alimentar padrdao de 1200 kcal seguido pelas pacientes

hospitalizadas do grupo G1.

USP - RIBEIRAO

assisténcia - ensino - pesquisa

www.hcrp.fmrp.usp.br

PLANO ALIMENTAR - 1200 KCAL

PACIENTE:
HORARIO ALIMENTO QUANTIDADE
Café da Manha Leite desnatado 1 copo americano (150 ml)

08:00h Café 1 xicara de café

Pao francés 1 unidade

Margarina 1 colher de cha rasa
Lanche Fruta 1 unidade M ou 1 fatia M
10:00h

Almoco e Jantar
12:00h e 19:00h

Salada de folha
Arroz

Feijao
Legumes
Carne magra
Azeite de Oliva

1 prato de sobremesa
3 colheres de sopa

2 colheres de sopa

2 colheres de sopa

1 bife P (60 g)

1 colher de cha

Fruta 1 unidade P ou 1 fatia fina
Lanche Fruta 1 unidade M ou 1 fatia M
15:00 Bolacha agua e sal 3 unidades
Ceia Leite desnatado 1 copo americano (150 ml)
21:00 Fruta 1 unidade P ou 1 fatia fina

OBS: Nao utilizar agucar, apenas adogante.

Para cada pessoa, a quantidade de dleo vegetal utilizada para preparar os alimentos
néo deve ultrapassar 2 colheres de sobremesa por dia OU 1/3 de frasco (300 ml) por més.

DATA: / /
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