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RESUMO

CORTES-OLIVEIRA, C. Marcadores epigenéticos das vias inflamatoérias antes e
apos intervencdo dietética hipocalérica em mulheres com obesidade grau lll,
2021. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de
Séo Paulo. Ribeirdo Preto, 2022.

A nutricdo personalizada tem como objetivo fornecer uma intervencao
nutricional direcionada e adaptada ao genoma do individuo. As modificacdes de
metilacdo do DNA podem ser dinamicas em decorréncia de estimulos ambientais ou
podem ser estaveis e passadas para as proximas geracdes. As marcas epigenéticas
podem ser modificadas e, o entendimento dos fatores envolvidos nessas modificacdes
pode ser crucial para a prevencgao e/ou tratamento de doencas. O objetivo do presente
estudo foi identificar as modificagdes no padrao de metilacdo do DNA envolvidos com
as vias da inflamacdo apds intervencdo dietética hipocalérica em mulheres com
obesidade grau Ill e compara-las com mulheres com peso normal. Tratou-se de um
estudo longitudinal, no qual foram coletadas medidas antropométricas de peso,
estatura, indice de massa corporal (IMC) e circunferéncia abdominal (CA),
composicado corporal (massa corporal magra (MCM) e massa gorda (MG)) por
bioimpedancia elétrica e analise de metilacdo do DNA. Houve diminuicdo significante
do peso, IMC, massa corporal magra e massa gorda apoés intervencao dietética. Ao
comparar os dois grupos do estudo, verificou-se diferenca significante para os
indicadores de peso, IMC, CA, MCM e MG, tanto no momento antes como apos
intervencao dietética. Verificou-se que 16.064 sitios CpGs tiveram seus niveis de
metilacdo modificados ap0s intervencdo dietética, sendo que 1.324 sitios CpG foi
diferente entre pacientes com obesidade antes da intervencédo e mulheres com peso
normal e, apos a intervencéo dietética, 78.596 sitios CpGs foram diferentes. Do total
de CpGs que modificaram os niveis de metilacdo apds intervencdo dietética, 19
estavam em genes relacionados as vias da inflamacéo, sendo que 9 CpGs tiveram
seus niveis de metilacéo reduzidos e 10 CpGs aumentados. Observou-se correlacdes
positivas entre os niveis de metilacdo do DNA de CpGs nos genes CCL24, NFKB2 e
RIPK2 antes da intervencédo dietética com o percentual de perda de peso e com as
variacbes das concentracBes de colesterol total, AST e ALT apos intervencéo
dietética. A andlise de regressao linear multipla evidenciou contribuicdo dos niveis de
metilacdo da cg25634545 no gene NFKB2 no momento antes da intervencao na
variacdo das concentracfes de colesterol total com a intervencédo dietética, mesmo
apoOs ajustado para idade, perda de peso (%) e perda de MG. Conclui-se que a
intervencao dietética hipocaldrica proporciona perda de peso, diminuicdo de medidas
antropométricas e é capaz de alterar os niveis de metilagdo do DNA de genes
relacionados as vias inflamatorias, evidenciando diminuicdo da metilacdo de genes
relacionados ao aumento do processo de inflamacgéo.

Palavras chaves: Obesidade. Intervencdo dietética hipocalérica. Perda de peso.
Metilagdo do DNA. Vias inflamatorias.
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ABSTRACT

CORTES-OLIVEIRA, C. Epigenetic markers of inflammatory pathways before and
after hypocaloric dietary intervention in women with grade Ill obesity, 2021.
Thesis (Doctorate) — Faculty of Medicine of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo.
Ribeirdo Preto, 2021.

Personalized nutrition aims to provide a targeted nutritional intervention adapted to the
individual's genome. DNA methylation changes can be dynamic due to environmental
stimuli or they can be stable and passed on to the next generations. Epigenetic marks
can be modified and the understanding of the factors involved in these changes can
be crucial for the prevention and/or treatment of diseases. The aim of the present study
was to identify changes in the DNA methylation pattern involved with inflammation
pathways after hypocaloric dietary intervention in women with grade 1ll obesity and to
compare them with women with normal weight. This was a longitudinal study, in which
were collected anthropometric measurements of weight, height, body mass index
(BMI) and waist circumference (WC), body composition (lean body mass (MCM) and
fat mass (MG)) by electrical bioimpedance and DNA methylation analysis. There was
a significant decrease in weight, BMI, lean body mass and fat mass after dietary
intervention. When comparing the two study groups, there was a significant difference
for the indicators of weight, BMI, CA, MCM and MG, both in the moment before and
after dietary intervention. It was found that 16,064 CpGs sites had their methylation
levels modified after dietary intervention, with 1,324 CpG sites being different between
patients with obesity before the intervention and women with normal weight and, after
the dietary intervention, 78,596 CpGs sites were different. Of the total CpGs that
modified methylation levels after dietary intervention, 19 were in genes related to
inflammation pathways, with 9 CpGs having their methylation levels reduced and 10
CpGs increased. Positive correlations were observed between the levels of DNA
methylation of CpGs in the CCL24, NFKB2 and RIPK2 genes before the dietary
intervention with the percentage of weight loss and with the variations in the total
cholesterol, AST and ALT concentrations after dietary intervention. Multiple linear
regression analysis showed contribution of methylation levels of cg25634545 in the
NFKB2 gene just before the intervention in the variation of total cholesterol
concentrations with dietary intervention, even after adjusted for age, weight loss (%)
and loss of MG. We conclude that the hypocaloric dietary intervention provides weight
loss, reduction of anthropometric measures and is capable of altering the DNA
methylation levels of genes related to the inflammatory pathways, showing a decrease
in the methylation of genes involved with the increase of the inflammation process.

Key words: Obesity. Hypocaloric dietary intervention. Weight loss. DNA Methylation.

Pathways of inflammation.
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1. INTRODUCAO

Neste tOpico sera descrita uma analise critica sobre os temas diretamente
relacionados ao desenvolvimento dessa tese de doutorado. Dessa maneira, seréo
abordados os assuntos de obesidade, como sua etiologia e consequéncias clinicas,
consumo alimentar e intervencdo dietética hipocaldrica, objetivando perda de peso e

metilagdo do DNA de genes relacionados as vias inflamatorias.

1.1 Obesidade: prevaléncia e definicao

As Ultimas cinco décadas anunciaram um aumento drastico na prevaléncia de
sobrepeso e obesidade em todo o mundo, atingindo propor¢des epidémicas e preocupantes
para a saude publica (LAVIE et al., 2016; CHOOI et al., 2019). A prevaléncia global de
obesidade quase dobrou desde 1980 e atualmente cerca de um ter¢o da populacdo mundial
é classificada como excesso de peso ou obesidade (CHOOI et al., 2019).

No Brasil esse cenério nao é diferente, pois a prevaléncia da obesidade também tem
apresentado aumentos significativos nas ultimas décadas, trazendo consigo a grande
preocupacdo das comorbidades associadas a essa doenca. De acordo com dados do
sistema de vigilancia de fatores de risco e protecdo para doencas crénicas por inquérito
telefénico (Vigitel) realizada pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2021), 57,5% da populagéo
brasileira encontra-se com excesso de peso, sendo 21,5% desta com obesidade. O
excesso de peso se mostra mais frequente na populacdo masculina (58,9%) do que a
feminina (56,2%), assim como a obesidade, em que os homens apresentam uma frequéncia
ligeiramente maior (22,6%) do que as mulheres (20,3%).

Associados ao aumento do desenvolvimento da obesidade houve um agravamento
dos principais fatores de risco para doencgas cardiovasculares (DCV), incluindo hipertensao
arterial sistémica (HAS), resisténcia a insulina, diabetes, dislipidemia e inflamacé&o crénica,
consequentemente aumentando a morbidade e mortalidade da populagdo (WORMSER et
al., 2011; LAVIE et al., 2016; PICHE et al., 2020).

De uma maneira simplista, a obesidade é considerada uma doenca cronica ndo

transmissivel (DCNT), com acumulo acentuado de tecido adiposo decorrente
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principalmente pelo desequilibrio entre 0 consumo de energia ingerida e 0 gasto energético
em longo prazo (FROOD et al., 2013; ENGIN, 2017).

Para melhor classificacdo dos niveis de obesidade, a OMS padronizou diferentes
graus da doenca por meio do indice de Massa Corpdrea (IMC), o qual € calculado pela
divisdo do peso em quilogramas pela altura em metros elevada ao quadrado (Peso /
Altura?). Com isso, a obesidade é classificada como grau | quando o IMC se encontra entre
30 e 34,9 kg/m?, grau |l para IMC de 35 a 39,9 kg/m? e obesidade grau lll para IMC = 40
kg/m? (OMS, 2004).

1.2 Consumo alimentar e intervencdes para perda de peso

Nas ultimas décadas houve alteracao importante do estilo de vida da populacao
mundial, assim como altera¢gdes no padrao alimentar. Varios estudos ja descreveram sobre
a relacéo do processo de desenvolvimento econdmico com a salde e as mesmas abordam
varias explicacfes estruturais concorrentes para o aumento do IMC populacional, incluindo
0os processos de globalizagcdo, desenvolvimento econémico e mudancgas de papel da
sociedade, os quais afetam de forma significativa os mecanismos comportamentais dos
individuos (BLEICH et al., 2008; DE VOGLI et al., 2014; FOX et al., 2019).

Com a globalizacéo/urbanizacdo, a populacdo esta mais exposta a difusdo de
produtos obesogénicos, como bebidas adogadas com acgucar e alimentos processados e
ultra-processados, principalmente em paises de baixa e média renda (STUCKLER et al.,
2012; FRIEL et al., 2013; MALTA et al., 2014; DE VOGLI et al., 2014; OBERLANDER et al.,
2017).

Uma explicacéo alternativa para o aumento global da obesidade é que os paises
estdo passando por “transi¢des nutricionais” domésticas, ou seja, a mudanga de uma dieta
baseada principalmente em vegetais para uma dieta com alta ingestao de carne e alimentos
processados, associados ao ganho de peso e desenvolvimento de DCNT (RAYMOND et
al., 2006; FOX et al., 2019).

As intervencdes direcionadas a mudancas no estilo de vida, principalmente no
padrdo alimentar ainda sdo as mais utilizadas no tratamento da obesidade, pois sao
alteragcdes com menores custos e ndo sao invasivas como S&o as cirurgias para perda de
peso (FROOD et al.,, 2013). Além disso, estudos tém demonstrado que a restricdo
energética pode levar a perda de peso significante em curto prazo (JOHANSSON;
NEOVIUS; HEMMINGSSON, 2014; LIONETT et al.,, 2016; CORTES-OLIVEIRA et al.,
2016). Ademais, a composicdo da dieta também deve ser considerada, pois a variacao das
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fontes energéticas influencia diretamente a composi¢éo corporal no processo de perda de
peso (HU et al., 2012; HALL et al., 2015; MERRA et al., 2017).

Verheggen et al. (2016) em uma meta analise avaliando os efeitos do exercicio fisico
versus restricdo caldrica no processo de perda de peso na obesidade, mostraram que a
dieta hipocaldrica proporcionou maior perda ponderal, porém o exercicio fisico leva a uma
maior reducdo de gordura visceral. Isso nos leva a pensar que a combinacdo das duas
estratégias proporciona resultados mais eficazes na perda de peso de individuos com
obesidade.

Ademais, as modificagdes no estilo de vida, incluindo um comportamento alimentar
mais saudavel associado a pratica de atividade fisica podem também influenciar
diretamente no controle do apetite, por mecanismos complexos, envolvendo fatores
ambientais e fisiolo6gicos, incluindo alteracées no DNA (BLUNDELL et al., 2012; HINTZE et
al., 2017; CORELA & ORDOVAS, 2017; RAVUSSIN et al., 2019).

1.3 Obesidade e inflamacéao

O aumento significativo das DCNT na populacdo mundial tem levado muitos
pesquisadores a buscarem fatores associados a essas complicagdes. Com isso, 0
reconhecimento de que a inflamacédo crénica de baixo grau presente na obesidade esta
associada a essas comorbidades e que o tecido adiposo € o maior 6rgdo imunologicamente
ativo que influencia nessa inflamacéo esta crescendo no meio cientifico (GRANT & DIXIT,
2015).

A obesidade tem o tecido adiposo como um grande érgdo imunologicamente ativo,
0 qual apresenta caracteristicas de resposta inata e adaptativa (SHOELSON et al., 2017).
A compreenséo das interacdes entre as células do sistema imune e os adipécitos revela as
vias clinicamente relevantes que controlam o processo de inflamacao desse tecido. Além
disso, o maior conhecimento da associacao entre sistema imune e tecido adiposo pode
contribuir para o entendimento do mecanismo pelo qual a obesidade contribui para o
aumento da suscetibilidade as doencas metabdlicas e certas doencas infecciosas (GRANT
& DIXIT, 2015; KAWAI et al.,, 2021). Nesse sentido, estudos mostram aumento de
marcadores inflamatérios em individuos com obesidade, como maiores concentracdes de
complemento C3, proteina C reativa, interleucina 6 (IL-6), interferon- y e fator de necrose
tumoral (TNF), além de diminuicdo de adiponectina em comparacdo com individuos
metabolicamente saudaveis (PHILLIPS & PERRY, 2013; LACKEY et al., 2014; KAWAI et
al., 2021).
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As alteracdes inflamatoérias séo tipicamente observadas no tecido adiposo visceral
de individuos com obesidade, ou seja, esse tecido apresenta uma infiltracdo por
macrofagos, alterando-o para um fendtipo pré-inflamatério. Esse processo se deve ao
aumento de &cidos graxos livres e sinais endogenos liberados pelos adipdcitos em estresse
decorrente da obesidade, como a hipoxia (OLEFSKY, 2010; KAWAI et al.,, 2021).
Especificamente, os macréfagos sdo atuadores chave na homeostase do tecido adiposo e
podem ser ativados por uma variedade de sinais ambientais para exibir um fenotipo
inflamatério (RUF, 2015). Além de controlar a inflamacgé&o do tecido adiposo, os macrofagos
também sdo incorporados como um sensor para alteracdes no ambiente imunolégico local
(RUF, 2015; MAURIZI et al., 2018).

Além disso, com 0 excesso do peso pode ocorrer também o aumento da resisténcia
a insulina, consequentemente elevando os niveis de glicose sanguinea, fator que contribui
para o aumento do processo inflamatorio. O aumento da utilizacéo de glicose pelas células
imunologicas pode também contribuir para a ativacdo e polarizacdo de processos pro-
inflamatorios, como por exemplo, o fendmeno do metabolismo de glicose de macréfagos, o
qual é necesséario para secrecdo de IL-1p (TANNAHILL et al., 2013; GRANT & DIXIT, 2015).
Por meio de diferentes estimulos de estresse, os macrofagos podem se diferenciar,
adotando caracteristicas imuno-fenotipicas distintas, modulando assim a resposta imune
(RUSSO & LUMENG, 2018).

Sabe-se que o numero de macréfagos de individuos com obesidade é maior que
individuos magros, com um aumento variando de 5 a 10% para 40 a 50% no tecido adiposo
(WEISBERG et al., 2003; LUMENG et al., 2007; KAWAI et al., 2021). Ainda, alguns estudos
tém demonstrado que os macrofagos do tecido adiposo de individuos com obesidade
exibem marcadores de superficie que ndo se assemelham nem ao modelo de ativacao
classico (M1) e nem o alternativo (M2), mas sim um estado de ativacdo metabdlica induzida
por diversos estimulos metabdlicos (acidos graxos livres, concentracbes elevadas de
insulina e glicose), os quais geram estados de aglomerados de ativagéao (XUE et al., 2014,
KRATS et al., 2014). Além disso, existe uma heterogeneidade de macréfagos presentes no
tecido adiposo visceral quando comparado com o tecido adiposo subcutaneo em humanos
(ARON-WISNEWSKY et al., 2009).

Além do aumento do numero de macréfagos no tecido adiposo durante a obesidade,
outros estudos identificaram a presenca de outras células imunolégicas, incluindo,
neutrofilos, células dendriticas, eosindfilos, células natural killer e células linféides inatas,
assim como ceélulas de imunidade adaptativa (células B e T) (CHAWLA et al., 2011;
OSBORN & OLEFSKY, 2012; SEIJKENS et al., 2014; MCLAUGHLIN et al., 2017).
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1.4 Epigenética

O objetivo da nutricdo personalizada € fornecer uma intervencdo nutricional
direcionada e adaptada ao genoma de cada individuo. Esse conceito é sustentado em
varios estudos que mostraram que diferentes intervengfes influenciam variavelmente a
epigenética e a expressao génica do individuo (OLIVEIRA et al., 2016; CORTES-OLIVEIRA
et al., 2016; NICOLETTI et al., 2016).

O genoma humano € composto por bilhdes de arranjos de sequencias de
nucleotideos, gerando codigos genéticos, 0s quais controlam como 0S genes serao
expressos. Além dos marcadores genéticos baseados em sequencias do DNA, varios
outros biomarcadores estdo disponiveis (epigendmica, transcriptdmica, metabolémica e
protedmica) (CORELLA & ORDOVAS, 2017).

A epigenética é definida como o processo que altera a atividade do gene sem
modificar a sequéncia de nucleotideos, ou seja, esse mecanismo é responsavel em regular
a expressdo de genes presentes no DNA. Dentre 0s mecanismos epigenéticos mais
relevantes envolvidos na regulagéo da atividade génica estdo inclusas modificagdes de
histonas, RNA nao codificantes e a metilacdo do DNA, a qual é a mais estudada atualmente
(JIANG et al., 2010; SAMBLAS; MILAGRO; MARTINEZ, 2019).

As modificacbes de metilacdo do DNA podem ser dindmicas e alteradas por
estimulos ambientais ou podem ser estaveis e passadas para as proximas geracoes
(ABDUL et al., 2017; ROHDE et al., 2019). Estudos, principalmente em modelos animais,
mostraram que a exposicdo a fatores ambientais em uma geracdo causou efeitos
fenotipicos em geracdes futuras que ndo foram expostas, sendo assim considerado o
mecanismo de metilacdo do DNA responséavel por esse processo, 0 qual € denominado
heranca epigenética transgeracional (SHARMA, 2017).

As marcas epigenéticas podem ser modificadas e, o entendimento dos fatores
envolvidos nessas modificagdes pode ser crucial para a prevencdo e/ou tratamento de
doencas (CORELLA & ORDOVAS, 2017; ROHDE et al., 2019).

Por mais que a definicdo dos padrdes de metilagdo do DNA ocorra na embiogénese,
este pode ser modificado durante o curso da vida por variaveis ambientais e
comportamentais, como alimentacao, tabagismo e situagdes metabdlicas (DOLINOY et al.,
2006; SHENKER et al., 2013; REICHETZEDER, 2021). Devido ao seu papel na regulacao
da expressao génica, o padrédo de metilacdo do DNA é um mecanismo que pode estar

envolvido na suscetibilidade a diversas doengas, como por exemplo, obesidade, resisténcia
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a insulina e diabetes mellitus (DRONG et al., 2012; RAKYAN et al., 2011; ROHDE et al.,
2019).

1.4.1 Metilagdo do DNA e obesidade

O processo de metilacdo do DNA é o fenbmeno que envolve a adicdo enzimatica de
um grupo metil ao carbono C-5 da citosina. A maioria das 5-metilcitosinas esta presente em
dinucleotideos de citosina-fosfato-guanina (CpG) (JIANG et al., 2010; SAMBLAS;
MILAGRO; MARTINEZ, 2019).

Figura 1. Metilacdo do DNA — Adicao do grupo metil no carbono 5 do anel de citosina.

Reag&do mediada pela DNA metil-transferase (DNMT).

NH, NH,
NZ DNMT N7 CHs
0 | O T
Citosina §-Metilcitosina

Fonte: Adaptado de Attwood et al., 2002

A metilacdo do DNA é realizada pelas enzimas DNA metil-transferases (DNMT), as
guais séo classificadas em dois grupos: DNA metil-transferases de manutencdo (DNMT1),
gue mantém padrbes de metilacdo e DNA metil-transferases de novo (DNMT3A e
DNMT3B), que realizam novas metilacdes. As desmetilases sdo responséaveis pelo
processo inverso (eliminacdo do grupo metil), mas esses mecanismos S0 menos
compreendidos (CORELLA & ORDOVAS, 2017).

Os dinucleotideos CpG néao séao distribuidos uniformemente por todo o genoma, mas
estdo centralizados em certas regides. As areas enriquecidas nesses dinucleotideos sao
chamadas ilhas CpGs, as quais sdo concentradas entre o promotor e o local de inicio da
transcricdo (CORELLA & ORDOVAS, 2017). Com isso, a metilacdo de elementos
reguladores nos genes, como promotores, intensificadores, isoladores e repressores
geralmente suprime a funcdo do gene (MAZZIO & SOLIMAN, 2012; CORELLA &
ORDOVAS, 2017).
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A associagao da metilagdo de determinados genes com o desenvolvimento da
obesidade tem sido muito discutida no meio cientifico nas ultimas décadas, com varios
estudos tentando elucidar na origem molecular da obesidade e disturbios relacionados, com
foco na assinatura epigenética durante as diferentes fases da vida (MILAGRO et al., 2012;
REMELY et al., 2015; VAN-DIJK et al., 2015; NILSSON & LING, 2017), sendo que, ja
existem evidencias de que 0s mecanismos epigenéticos estdo envolvidos no inicio e no
desenvolvimento da obesidade e de suas complicacfes metabdlicas e que muitos desses
sdo modulados pelo ambiente, principalmente pelos nutricionais e fisioldgicos (LIM &
SONG, 2012; LUFT, et al., 2013; RENDO-URTEAGA et al., 2015; FLORES-SIERRA et al.,
2016; MARRANZANO et al., 2018).

Nesse contexto, pesquisas sobre novos biomarcadores epigenéticos sao

necessarias para entender a fisiopatologia da obesidade e suas manifestagdes clinicas.

1.4.2 Metilacdo do DNA e estratégias para perda de peso

Vérios estudos ja demonstraram que a metilacdo do DNA sofre influéncia de fatores
ambientais, principalmente os que proporcionam a perda de peso.

Segundo estudo realizado por Nicoletti et al.,, 2020, a intervencédo dietética
hipocalérica de curto prazo em pacientes com obesidade grave foi capaz de alterar os
padrbes de metilacdo do DNA relacionados a obesidade. Além disso, os autores verificaram
gue as alteracdes na metilacdo do DNA no grupo de estudo podem ser proporcionais a taxa
de perda de peso ap0s intervencao dietética.

A cirurgia bariatrica é outra estratégia para perda de peso que tem crescido muito
nas Ultimas décadas e alguns estudos também tem demonstrado sua influéncia na
metilagdo do DNA. Estudo realizado por Morcillo et al.,, 2017 mostrou que a cirurgia
bariatrica pode modificar a metilagdo do DNA de diferentes genes associados com a
melhora metabdlica verificada apds o procedimento cirurgico.

Outro estudo com pacientes submetidos a cirurgia bariatrica também mostrou
influéncia da perda de peso apds 12 meses de realizacdo do procedimento nos parametros
clinicos e metilacdo do DNA. Os autores verificaram que as mudancas epigenéticas podem
ser usadas como potenciais biomarcadores para obesidade e, no futuro, para comorbidades
relacionadas a obesidade (FRASZCZYK et al., 2020).

A atividade fisica € outra estratégia para perda de peso muito adotada e que também
apresenta influencia na metilacdo do DNA. Segundo um estudo de revisdo realizado por

Voisin et al., 2015, os autores concluiram que o0s exercicios agudos e crénicos impactam
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significativamente na metilacdo do DNA, de maneira altamente especifica para tecidos e
genes. Os estudos analisados mostraram que o treinamento fisico além de contribuir para
a perda de peso, também sdo capazes de moldar favoravelmente o epigenoma de um
individuo, melhorando seu desempenho e também induzindo alteragdes no tecido adiposo
(RONN et al., 2013) e no musculo esquelético (LINDHOLM et al., 2014).

Resumindo, as estratégias para perda de peso abordadas acima sao capazes de
modoficar o perfil de metilacdo do DNA de diferentes genes, além de contribuir para os
beneficios metabdlicos & saude que costumam ser observados com 0 excesso de peso.
Embora existam muitas lacunas com relacdo a esse assunto, a capacidade de reverter o
padrdo de metilacdo do DNA de locais especificos desperta o interesse por marcadores-

alvo para o tratamento de comorbidades relacionadas a obesidade.

1.4.3 Metilagdo do DNA de genes relacionados as vias inflamatdrias na

obesidade

Sabe-se que na obesidade existe um processo de inflamagé&o de baixo grau no tecido
adiposo com excesso de gordura (WANG et al., 2016; SHOELSON et al., 2017), assim
como a metilacdo do DNA de individuos com obesidade pode sofrer modificacdes quando
submetidos a alteracdo ambiental, como restricao calorica, atividade fisica e perda de peso
(VOISIN et al., 2015; NICOLETTI et al, 2020; FRASZCZYK et al., 2020). Entretanto, surge
a importancia no conhecimento de como € a resposta epigenética em genes relacionados
as vias da inflamacdo em individuos com obesidade submetidos a intervencao dietética
hipocaldrica e perda de peso.

A literatura atual ainda é escassa nessas informacdes, principalmente em casuistica
brasileira. Diante disso, a hipétese desse estudo sugere que a dieta hipocal6rica por 6
semanas e perda de peso em mulheres com obesidade grau Il é capaz de modificar a

metilagdo do DNA de genes envolvidos com as vias da inflamagéo.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

O objetivo do presente estudo foi identificar as modificagcdes no padrao de metilacéo
do DNA em genes envolvidos com as vias da inflamacdo apos intervencdo dietética
hipocalérica em mulheres com obesidade grau Il e compara-las com mulheres com peso

normal.

4.2 Objetivos especificos

v' Avaliar o estado nutricional por meio de medidas antropométricas, composicao
corporal, consumo alimentar e perfil bioquimico de mulheres com obesidade grau |l
antes e apos intervencéao dietética hipocaldrica e no grupo controle (mulheres com
peso normal);

v Analisar os niveis de metilagdo do DNA de genes envolvidos nas inflamatérias de
mulheres com obesidade grau Ill antes e apds intervencao dietética hipocalorica e
de mulheres com peso normal;

v' Correlacionar os niveis de metilacdo do DNA dos genes selecionados com o perfil

bioguimico, antropométrico e composicdo corporal.
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5. CASUISTICA E METODOS

5.1 Casuistica

Foram selecionadas para o presente estudo 35 mulheres, de etnia miscigenada
(PENA et al., 2011), com idade entre 21 e 50 anos, as quais foram distribuidas em dois
grupos: Grupo Intervencao, composto por 11 mulheres com obesidade grau lll (IMC = 40
kg/m?), as quais foram submetidas a intervencéo dietética hipocaldrica e Grupo Controle,
composto por 24 mulheres sem obesidade (IMC entre 18,5 kg/m? a 24,9 kg/m?).

Foram realizados os esclarecimentos a respeito do protocolo da pesquisa para as
participantes, sendo incluidas somente as mulheres que concordaram com a realiza¢éo do
mesmo. A pesquisa e 0 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foram
aprovados pelo Comité de FEtica em Pesquisa do HCFMRP-USP (CAAE:
82749718.4.0000.5440).

5.2 Critérios de inclusao

Para o Grupo Intervencdo foram selecionadas mulheres acompanhadas no
ambulatorio de Obesidade e Dislipidemia do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo (HCFMRP — USP), sendo
candidatas as que possuiam idade entre 21 a 50 anos, com IMC acima de 40 kg/m? e sem
doencas ou comorbidades associadas.

Para o Grupo Controle foram selecionadas mulheres acompanhadas pelo Hospital
Estadual de Ribeirdo Preto, com classificacdo de IMC entre 18,5 kg/m? e 24,9 kg/m?, com
idade entre 21 e 50 anos e sem doencas e comorbidades associadas.

5.3 Critérios de nao inclusao

N&o foram incluidas no estudo mulheres com distarbios psiquiatricos, gestantes,
lactantes, tabagistas, etilistas, portadoras de doencas e/ou que estavam realizando algum
tratamento relacionado a quadros de inflamacéo e/ou infeccdo ou tratamentos prévios para

perda de peso ou preparo para realizacéo de cirurgia bariatrica.
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5.4 Critérios de excluséao

Foram excluidas do estudo as pacientes que iniciaram tratamento com antibiético
durante periodo de hospitalizacdo e que desistiram ou ndo seguiram corretamente a
intervencgao dietética.

5.5 Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo de caréter longitudinal prospectivo, sendo a coleta de dados
realizada em duas etapas no Grupo Intervencao e uma etapa no Grupo Controle. A primeira
etapa para o Grupo Intervencao foi realizada no inicio da hospitalizacdo das pacientes na
enfermaria de Nutrologia do HCFMRP — USP, na qual foram coletados dados de avaliacao
nutricional, incluindo medidas de peso, estatura, circunferéncia abdominal (CA), anélise da
composicdo corporal e coleta de sangue para analise de metilagdo e dos indicadores
bioquimicos. No mesmo dia foi iniciada a intervencéo dietética hipocaldrica.

Na semana que antecedeu a internacdo, foram coletados trés recordatérios
alimentares de 24 horas, por meio de entrevista telefénica, para andlise da ingestédo
alimentar fora do ambiente hospitalar.

A segunda etapa do presente estudo foi realizada apds seis semanas de intervencao
dietética hipocaldrica e foram realizados todos os procedimentos descritos na etapa 1.

Para o Grupo Controle as avaliagbes foram realizadas em um Unico momento,
incluindo todas as analises realizadas no grupo Grupo Intervencao. Os trés recordatérios
alimentares de 24 horas foram coletados também por entrevista telefénica, assim como o
grupo Grupo Intervencdo. Todas as coletas foram realizadas no Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP.

5.6 Intervencéo dietética hipocaldrica
Durante a internacdo houve um periodo de trés dias de adaptacdo ao esquema

alimentar, com prescrigéo dietética de 1800 kcal no primeiro dia, 1500 kcal no segundo dia

e 1200 kcal a partir do terceiro dia.
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5.7 Avaliacéao nutricional

5.7.1 Consumo alimentar

Para avaliacdo do consumo alimentar foram coletados trés recordatérios de 24 horas
na semana que antecedeu a hospitalizacdo do Grupo Intervencdo na enfermaria de
Nutrologia do HCFMRP e, antes da avaliacdo agendada do Grupo Controle. A coleta foi
realizada por via telefonica por nutricionista treinado. O software Dietwin® foi utilizado para
célculo dos recordatérios alimentares e foram analisadas ingestdo energética diaria e de
macronutrientes (carboidrato, proteina e lipidio) em gramas e porcentagem correspondente

ao valor caldrico total (VCT).

5.7.2 Antropometria

Na avaliagdo antropométrica foram considerados os indicadores de peso (kg),
estatura (m), IMC (kg/m?) e CA (cm). O peso foi aferido em balanca 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 graduacéo de 0,5 cm. O IMC foi obtido pela férmula: IMC =
Peso/Altura®. A classificacdo do grau da obesidade foi realizada com adocéo dos critérios
da OMS de 1997.

No Grupo Intervencédo a CA foi medida passando-se uma fita métrica inextensivel
com graduacdo de 0,1 mm na maior circunferéncia em torno da cicatriz umbilical e, no
Grupo Controle 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
Associacéo Brasileira para Estudos da Obesidade e da Sindrome Metabolica (DIRETRIZES
BRASILEIRAS DE OBESIDADE, 2009).

A perda de peso (absoluta e em percentual) do grupo intervencéo foi calculada por
meio da diferenca entre o peso pré hospitalizacdo e apds seis semanas de intervencao

dietética hipocaldrica.
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5.7.3 Avaliacdo da Composicao Corporal

Para analise da composicao corporal foi utilizado aparelho de Bioimpedancia Elétrica
modelo Quantum BIA 450 Q — RJL System®. As participantes realizaram o exame apos
seis horas de jejum, com a bexiga urinaria vazia, e com as mesmas deitadas, com pernas
afastadas e bracos em paralelo afastados do corpo. Quatro eletrodos adesivos foram
colocados na mao e no pé das participantes: um na superficie dorsal do punho direito entre
0s 0ss0s ulnar e radio e outro no terceiro metacarpo, um na superficie anterior do tornozelo
direito entre as por¢des 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 mao e do pé.

Figura 2. Aparelho de Bioimpedéancia Elétrica e posicionamento dos eletrodos

no momento da avaliacao.

[\ Mo direita Pé direito i

i

Fonte: elaborada pela prépria autora, 2022.

Cabos vermelhos proximal Cabos pretos distal

No Grupo Controle, a massa corporal magra foi obtida diretamente pelo equipamento
descrito acima, sendo a massa gorda (MG) obtida por meio da subtracdo da massa corporal
magra (MCM) do peso total do individuo.

Para obtencdo da MCM do Grupo Intervencgéo, foram utilizadas formulas especificas
para analise de composi¢cdo corporal de individuos com obesidade, considerando os
valores de resisténcia e reactancia (JAKICIC; WING; LANG, 1998). A MG também foi obtida
por meio da subtracdo da MCM do peso total do individuo. A férmula para o calculo da MCM

estd apresentada no Quadro 1.
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Quadro 1. Equacédo de JAKICIC (1998) para correcdo 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.

5.8 Avaliacédo dos indicadores bioquimicos

Foram avaliados glicemia de jejum, colesterol total (CT), HDL colesterol (HDL-c),

LDL colesterol (LDL-c), triglicerideos (TG), creatinina, uréia, Aspartato aminotransferase

(AST) e Alanina aminotransferase (ALT) antes e apOs intervencdo dietética. Foram

adotados os valores de referéncia padronizados no sistema HCFMRP-USP, descritos no

Quadro 2.

Quadro 2. 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 Andlise

Glicemia de jejum (mg/dL) 70 -100 Enzimatico
Colesterol Total (mg/dL) < 200 Enzimético
HDL colesterol (mg/dL) > 35 Enzimatico
LDL colesterol (mg/dL) <130 Enzimatico
Triglicérides (mg/dL) <150 Enzimético
Creatinina (mg/dL) 0,7-15 Reacao de Jaffe
Uréia (mg/dL) 10 -50 Enzimatico
TGO/AST (U/L) <32 Enzimatico
TGP/ALT (U/L) <31 Enzimatico
Gama GT (U/L) 11a50 Enzimatico

mg: miligrama; dL: decilitro; HDL: lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina de baixa densidade; TGO
transaminase glutamico oxalacética; AST: aspartato aminotransferase; TGP: transaminase glutamico pirGvica,
ALT: Alanina aminotrasferase; U/L: unidade por litro
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5.9 Extragcéo do DNA

O DNA foi extraido por meio do método automatizado por beads magnéticas
utilizando o equipamento Maxwell MDx e reagentes sugeridos pelo fabricante (Promega).
Neste método a amostra de sangue recebeu primeiramente um tampao de lise celular (Lysis
Buffer) e depois a proteinase K para desnaturacdo das proteinas presentes na mesma.
Posteriormente foram adicionadas as beads magnéticas, as quais se ligam nos &cidos
nucleicos, separando-os do restante da amostra de forma magnética. Em seguida foi
realizada a lavagem dessa amostra e, por ultimo foi realizada a elui¢édo e transferéncia do
contetdo de DNA extraido para outro tubo, contendo somente os acidos nucleicos
purificados.

A concentracdo de DNA extraido foi avaliada utilizando NanoDrop, a integridade foi
verificada por meio de gel de agarose e a qualidade a partir das razbes obtidas por leitura
Optica (260/280 e 260/230).

5.10 Conversédo do DNA por Bissulfito de Sodio

O DNA foi convertido por bissulfito de s6dio por meio do Kit EZ DNA Methylation
(Zzymo Research, CA, EUA) de acordo com as instru¢bes do fabricante. Essa técnica
envolve o tratamento do DNA metilado com bissulfito, o qual converte citosinas nao
metiladas em uracila e, as citosinas metiladas permanecem inalteradas durante o
tratamento.

O Kit utilizado baseia-se em 3 etapas. Primeiramente foi adicionado na amostra de
DNA extraido um tampéo de diluicdo e realizada a desnaturacdo do DNA. Posteriormente
essa mistura foi incubada e depois foi adicionado um reagente de converséo de citosina.
Por fim foi realizada uma nova incubagéo e, posteriormente a amostra passou por uma

lavagem, com as citosinas ndao metiladas ja convertidas em uracila.

Exemplo de conversdo do DNA por Bissulfito de Sédio

Modelo: A: 5 - GACCGTTCCAGGTCCAGCAGTGCGCT =3’
B: 3’ - CTGGCAAGGTCCAGGTCGTCACGCGA =5’

DNA Convertido: A: 5 —GATCGTTTTAGGTTTAGTAGTGCGTT - 3
B: 3 - TTGGCAAGGTTTAGGTTGTTATGCGA - 5’
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C: Citosinas metiladas e que sdo mantidas apés conversao por bissulfito de sodio

5.11 Analise de metilagdo do DNA

A andlise de metilacdo de DNA especifica baseada em array foi realizada com a
tecnologia Infinium Human Methylation 450K Beadchip (lllumina, San Diego, CA). O DNA
genbmico tratado com bissulfito foi amplificado, hibridizado no Human Methylation 450
BeadChip (lllumina) e digitalizados utilizando a plataforma lllumina iScan SQ. A intensidade

das imagens foi extraida com o software Genome Studio Methylation (1.9.0, lllumina).

Figura 3. A) Beadchip: apresenta mais de 450 mil regides de metilagao dentro e fora das
ilhas CpGs; B) Sistema iScan: sistema que usa lasers de alto desempenho, sistemas
oticos e sistemas de deteccao, oferecendo resolucdo submicron e alto rendimento.
Apresenta tempo de varredura extremamente rapidos sem sacrificar a qualidade dos
dados ou reprodutibilidade.

A) B)

Fonte: elaborada pela prépria autora, 2022.

5.12 Anédlise de bioinforméatica

Os dados obtidos foram analisados por meio de bioinforméatica para verificacdo de

quais sitios CpG foram diferentemente metilados (valor ).



40

A andlise de bioinforméatica foi realizada em parceria com equipe da Professora
Doutora Ana Belén Crujeiras do Complexo Hospitalar Universitario de Santiago de
Compostela, da Universidade de Santiago de Compostela — Espanha.

Apés andlise de bioinformatica e verificacdo sitios CpGs validos e diferentemente
metilados, foram aplicados os filtros de p valor menor que 10% (p<0,01), AR maior que 10%
e False Discovery Rate (FDR) menor que 0,05. Posteriormente foi realizado um

levantamento de quais sitios estavam presentes em genes das vias inflamatérias.

6. ANALISE ESTATISTICA

A estatistica descritiva foi composta por valores de média e desvio-padrdo. A
normalidade de distribuicdo dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro Wilk. Foi utilizado
o teste de Wilcoxon para as comparacfes entre 0s momentos antes e apos a intervencao
dietética hipocaldrica e o teste de Man-Whitney para comparac¢ao entre o grupo controle
com 0os momentos antes e apdés intervencao dietética. Correlacdes de Spearman foram
utilizadas para avaliar a correlacdo de padrbes de metilagdo do DNA com as variaveis
fenotipicas. Modelos de regressado linear foram aplicados para analisar a previsdo do
padrdo de metilacdo do DNA de genes especificos e as variaveis selecionadas. A
significancia estatistica foi estabelecida em 5% (p<0,05), sendo todas as analises
realizadas no software Statistical Package for Social Science (SPSS versdo 22.0 [Inc.
Chicago. IL]).



Resultadosy
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7. RESULTADOS

7.1 Caracteristicas fenotipicas

Participaram do presente estudo 35 mulheres, sendo 11 com obesidade grau Ill, com
meédia de idade de 35,7+6,8 anos que foram submetidas a intervencéo dietética (Grupo
Intervencédo) e 24 mulheres com peso normal (Grupo Controle), com média de idade de
36,9+11,8 anos.

Foram selecionadas um total de 115 mulheres com obesidade acompanhadas pelo
ambulatorio de Obesidade e Dislipidemia, sendo que 33 se enquadravam nos critérios pré-
estabelecidos para o estudo. Entretanto, somente 16 mulheres aceitaram participar da
pesquisa. O trabalho e questbes familiares impossibilitaram muitas pacientes a participarem
do estudo, fato que justifica 0 pequeno nimero de voluntarias. Durante o estudo, cinco
pacientes foram excluidas: uma devido ao uso de antibiotico apds quadro de infec¢cédo de
urina e quatro por desistirem da intervencédo dietética apés iniciada a internacdo. Assim,
11 mulheres finalizaram a intervencao dietética proposta.

Em relacdo ao grupo controle, de um total de 420 atendimentos realizados durante
o periodo do estudo, somente 24 pacientes preencheram os critérios pré-determinados e

aceitaram participar da pesquisa. A Figura 6 mostra o fluxograma das pacientes do estudo.
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Figura 4 — Fluxograma das pacientes selecionadas para o estudo. A:

Grupo Intervencéo Dietética. B: Grupo Controle.

A)

atendidas no ambulatorio de
Obesidade e Dislipidemia do
HCFMRP/USE (n=115 )

|

Pacientes candidatas ao
estudo (n=33 )

|

‘ Pacientes que aceitaram ‘
participar do estude (n= 16)

|
! ! }

Exclusdodo estudo J Desistiram da W

Pacientes com cbesidade grave ‘

Concluiram o

devido uso de intervencdo estudo (n=11)

antibidtico (n=1) dietética (n=4)

B)

Pacientes acompanhadas pelo
Hospital Estadual de Ribeirdo
Preto (HERP/USP)
(n=420)

l

Pacientes eutrdficas que
participaram do estudo
estudo (n=24)

Fonte: elaborada pela propria autora, 2022.

A Tabela 1 mostra os dados de ingestéo alimentar. N&ao foi observada diferenca na
ingestao energética, de carboidratos, lipidios e proteinas antes e durante a intervengao. Por
outro lado, observou-se menor ingestao caldrica (p=0,001) e de lipidios (p=0,000) e maior
ingestéo de carboidratos (p=0,001) e proteinas (p=0,034) no Grupo Intervencéo durante o
periodo de hospitalizacdo quando comparado ao Grupo Controle. Ressalta-se que o
consumo alimentar do Grupo Controle foi analisado em 21 pacientes devido a dificuldade
de contato com as mesmas (tanto pessoalmente quanto por telefone), impossibilitando a

coleta de recordatorios alimentares para analise completa dessa variavel.
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Tabela 1 — Ingestao alimentar de paciente com obesidade antes e durante a intervengao

dietética e de mulheres sem obesidade (Grupo Controle).

Grupo Pré Grupo Durante Grupo
Intervengao Intervencgao controle
Dietética (n=11) Dietética (n=11) (n=21)

Energia (kcal) 1473,7+563,6 1245,8+19,0 1462,8+374,5°
Carboidrato (g) 165,8+67,9 175,1+2,8 180,5+45,4
Carboidrato (% do VCT) 45,4+11,2 56,4%1,2 50,0+8,9°
Proteina () 59,8+29,0 57,7+1,7 62,5+21,9
Proteinas (% do VCT) 16,314,6 18,6+0,7 16,945,4°
Lipidios (g) 60,9+28,7 38,8+2,3 55,1+21,3°
Lipidios (% do VCT) 36,546,1 27,612,0 33,246,7°

kcal: quilocaloria; g: gramas; VCT: valor caldrico total; a: p<0,05 em relagdo ao Grupo Pré Intervencao
Dietética; b: p<0,05 em relacdo ao Grupo Durante Intervencéo Dietética.

Houve reducéo significante do peso (9,2+3,6 kg; 5,6% de perda de peso; p=0,003),
IMC (p=0,003), MCM (p=0,006) e MG (p=0,003) apds a intervencao dietética hipocaldrica,
contudo mantiveram-se sempre diferentes do Grupo Controle (Tabela 2). Ndo houve
reducdo significante da CA (p=0,33) apés a intervencdo dietética nos individuos com
obesidade, sendo os valores encontrados muito acima do preconizado pela Organizacao
Mundial da Saude (OMS - 2004).
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Tabela 2 — Dados de antropometria e composi¢ao corporal de pacientes com obesidade

antes e apos intervencdo dietética e mulheres sem obesidade (Grupo Controle).

Grupo Pré Grupo Pés
. . Grupo Controle
Intervencao Intervencao (n = 24)
Dietética (n = 11) Dietética (n = 11)

Idade (anos) 35,7+6,8 36,9+11,8
Estatura (m) 1,62+0,05 1,64+0,12b
Peso (kg) 158,0£33,3 148,9+29,42 60,7+6,32P
IMC (kg/m?) 59,8+11,0 56,3+9,72 22,5+1,63P
CA (cm) 149,24+20,1 147,3+18,0 78,7+7,23b
MCM (kg) 66,2+9,0 63,7+7,72 42,7+5,630
MCM (%) 42,6+3,8 43,5+4,12 70,4+4,13b
MG (kg) 91,9+24,5 85,1+22,12 17,9+2,72b
MG (%) 57,4+3,8 56,5+4,12 29,7+4,13b

kg: quilograma; IMC: indice de massa corporal; m: metro; CA: circunferéncia abdominal; cm: centimetro;
MCM: massa corporal magra; MG: massa gorda; g: gramas; a: p<0,05 em rela¢@o ao Grupo Pré Intervencao
Dietética; b: p<0,05 em rela¢@o ao Grupo Pds Intervengéo Dietética.

As pacientes com obesidade antes da intervencao tinham maiores concentracdes
séricas de glicose (p=0,02) e triglicérides (p=0,00) e menores valores de HDL-c (p=0,00)
gue as mulheres sem obesidade. Apos a intervencéo dietética houve reducéo significante
nas concentracdes séricas de CT (p=0,03), HDL-c (p=0,00) e LDL-c (p=0,04) e aumento de
AST (p=0,02) e ALT (p=0,01). Apéds a intervencao, mulheres com obesidade mantiveram
concentracfes mais elevadas de TG (p=0,00) e diminuidas de HDL-c (p=0,00) que
mulheres com peso normal (Tabela 3).

N&o houve comparacdo entre os grupos com relagdo aos indicadores bioquimicos
de funcao renal (creatinina e uréia) e hepética (AST, ALT e Gama GT), pois 0S mesmos
nao sao solicitados entre os exames de rotina das pacientes sem onesidade acompanhadas
no HERP-USP. A analise de dados bioquimicos foi realizada somente em 18 pacientes no
Grupo Controle, pois seis mulheres ndo compareceram ao servigo para coleta do material

(sangue) no prazo pré-determinado.
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Tabela 3 - Indicadores bioquimicos de pacientes com obesidade antes e apdés

intervencao dietética e de mulheres sem obesidade (Grupo Controle).

Grupo Pré Grupo Pés Grupo
Intervengao Intervengao Controle
Dietética (n = 11) Dietética (n = 11) (n =18)

Glicemia jejum (mg/dL) 96,1+21,7 86,6+11,8 81,2+8,82
Colesterol total (mg/dL) 180,6+38,4 153,4+23,52 171,6+31,4
HDL-colesterol (mg/dL) 40,0+7,6 31,815,442 56,7+13,72b
LDL-colesterol (mg/dL) 116,1+31,7 97,7+23,22 100,8+27,4
Triglicérides (mg/dL) 139,6+52,7 119,8+40,2 70,4+36,72b
Creatinina (mg/dL) 0,7+0,1 0,8+0,1 -
Uréia (mg/dL) 29,7+10,6 24,9+9,5 -
TGO/AST (U/L) 27,4+10,7 36,8+18,6! -
TGP/ALT (U/L) 26,7+8,3 59,4+44,52
Gama GT (U/L) 56,6+36,3 54,6+26,1 -

HDL.: lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina de baixa densidade; TGO: transaminase
glutdmico oxalacética; AST: aspartato aminotransferase; TGP: transaminase glutamico piravica; ALT:
alanina aminotransferase; mg: miligrama; dL: decilitro; a: p<0,05 em relagdo ao Grupo Pré Intervencéo
Dietética; b: p<0,05 em relagéo ao Grupo Pés Intervencao Dietética; t: tendéncia p=0,05.

7.2 Dados de metilacdo do DNA

Apés estabelecidos os filtros de deteccao p-valor, p<0,01 e exclusao das probes
registradas como polimorfismos, um total de 406.957 sitios CpGs foram considerados
validos. Analise diferencial mostrou que 16.064 sitios CpGs tiveram seus niveis de
metilacdo modificados apos intervencéao dietética. O nivel de metilagdo de 1.324 sitios CpG
foi diferente entre pacientes com obesidade antes da intervencao e mulheres com peso
normal e, apds a intervencao dietética, 78.596 sitios CpGs foram diferentes.

Do total de sitios CpGs com niveis de metilagdo modificados apos intervencéo, 19
estavam em genes relacionados as vias da inflamacéo, sendo que 9 CpGs tiveram seus
niveis de metilacao reduzidos e 10 CpGs aumentados. Desse total, 47,4% encontravam-se
no corpo do gene, enquanto 52,6% na regido promotora. Dentre as CpGs hipometiladas
apos a intervencédo, os niveis de metilacdo do DNA variaram entre 12 e 21%. Dados
semelhantes foram encontrados entre as CpGs hipermetiladas, com variacéo de 10 a 24%
(Tabela 4).
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Tabela 4 — Niveis de metilacdo do DNA de genes relacionados as vias da inflamacao de individuos com obesidade antes e apos

intervencao dietética hipocaldrica (n=11)

CpGs hipometiladas ap0s a intervencao dietética

Niveis metilacdo antes da

Niveis metilacdo apos

CpG Gene CHR Regido do gene p valor
intervencgao () intervencgao ()
cgl7741993 TNF 6 Corpo 0,59+0,08 0,45+0,17 -0,15 0,0087
cg20548977 IL1A 2 Corpo 0,85+0,11 0,68+0,20 -0,17  0,0067
cgl7427986 IL6R 1 Corpo 0,88+0,03 0,76+0,14 -0,12  0,0075
cg18944653 HGF 7 3'UTR;Corpo 0,77+0,99 0,59+0,20 -0,18 0,0039
cg04633676 CCL2 17 TSS1500 0,76+0,08 0,60+0,18 -0,17  0,0051
€g26237003 CCL28 5 TSS1500 0,72+0,10 0,55+0,20 -0,17  0,0087
cg12219838 RIPK1 6 Corpo 0,97+0,01 0,80+0,21 -0,17  0,0087
cgl18123581 RIPK2 8 Corpo 0,87+0,06 0,66+0,21 -0,21  0,0073
cgl4041194 TRAF2 9 Corpo 0,96+0,02 0,81+0,21 -0,15 0,0067
CpGs hipermetiladas apés a intervencéo dietética
_ Niveis metilacdo antes da Niveis metilacéo apos
CpG Gene CHR Regido do gene AB p valor
intervencgao (8) intervencgao ()

cg01770232 IL6 7 TSS1500 0,13+0,06 0,28+0,18 0,15 0,0051
cgl14280424  IL10RB 21 Corpo 0,02+0,03 0,15+0,13 0,12  0,0087
cgl1584277 CCL23 17 1stExon;5'UTR 0,17+0,06 0,35+0,18 0,18 0,0063
cgl2788666 CCL24 7 TSS1500 0,08+0,04 0,18+0,17 0,10 0,0087
cg16296902 CCL28 5 Corpo 0,06+0,03 0,19+0,12 0,13 0,0079



cg06589507
905892903
cgl18679712
025634545
€g20203089

SQSTM1
RIPK2
NR2C2
NFKB2
NFKB2

5

8

3
10
10

5'UTR;TSS1500
TSS1500
5'UTR
TSS1500;TSS200
S5'UTR;1stExon

0,15+0,16
0,10+0,11
0,01+0,01
0,01+0,01
0,06+0,08

0,38+0,30
0,33+0,28
0,11+0,20
0,13+0,16
0,23+0,19

0,24
0,23
0,11
0,12
0,17

48

0,0087
0,0087
0,0087
0,0067
0,0087

Valores apresentados em médiatdesvio padrao; CHR: cromossomo; AB: variagdo nos niveis de metilagdo antes e apoés intervengéo dietética, sendo que valores
negativos indicam redugéo e valores positivos indicam aumento da metilagdo; 3’'UTR: 3’ regido nao traduzida; 5’UTR: 5’ regido nédo traduzida; TSS200: 200 pares de
bases do local inicial de transcricdo; TSS1500: 1500 pares de bases do local inicial de transcrigdo; 1stExon: primeiro éxon.
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A comparacao de mulheres com obesidade (antes da intervencdo) e mulheres com
peso normal mostrou niveis de metilacéo diferentes em apenas 2 sitios CpGs associados
as vias da inflamacéo, ambos localizados no corpo dos genes. Observou-se diferenca de
11 a 13% (Tabela 5).
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Tabela 5 — Niveis de metilacdo do DNA de genes relacionados as vias da inflamacéo de individuos com obesidade antes da intervencao

dietética hipocaldrica (n=11) e grupo controle (n=24)

CpGs com menores niveis de metilacdo em mulheres com obesidade antes da intervencéo

Niveis metilacdo antes da

Niveis metilacao

CpG Gene CHR Regido do gene . _ AB p valor
intervencgao () Grupo Controle (3)

€g27302645 MAPKBP1 15 Corpo 0,77+0,18 0,87+0,03 -0,11  0,0015

CpGs com maiores niveis de metilacdo em mulheres com obesidade antes da intervencao
. Niveis metilacdo antes da Niveis metilacéo

CpG Gene CHR Regido do gene . _ AB p valor
intervencgao () Grupo Controle (3)

€g12866960 IRAK3 12 Corpo 0,64+0,12 0,51+0,07 0,13 0,0061

Valores apresentados em médiatdesvio padrdo; CHR: cromossomo; B: niveis de metilagéo, sendo que valores negativos indicam reduc¢éo e valores positivos indicam
aumento da metilagdo; 3’'UTR: 3’ regido ndo traduzida; 5’UTR: &’ regido ndo traduzida; TSS200: 200 pares de bases do local inicial de transcricdo; TSS1500: 1500

pares de bases do local inicial de transcri¢do; 1stExon: primeiro éxon.



51

Do total de sitios CpGs com niveis de metilagédo diferentes entre mulheres com
obesidade apos intervencédo e mulheres sem obesidade, 85 sitios CpGs (ANEXO 3)
foram associados as vias da inflamacéo, dos quais 58 e 27 CpGs apresentavam
maiores e menores niveis no gupo controle, respectivamente. Desse total, 55,2%
encontravam-se no corpo do gene, enquanto 44,8% na regido promotora.

A Tabela 6 mostra as caracteristicas dos principais sitios CpGs (com maior AR)
diferencialmente metilados entre pacientes com obesidade depois da intervencao

dietética e mulheres sem obesidade.
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Tabela 6 — Niveis de metilacdo do DNA de genes relacionados as vias da inflamacgéo de individuos com obesidade apds intervencgéo

dietética hipocaldrica (n=11) e grupo controle (n=24)

CpGs com menores niveis de metilacdo em mulheres com obesidade apds intervencao

Niveis metilacdo

Niveis metilacao

CpG Gene CHR Regido do gene o ~ AB p valor
apos intervengao () Grupo Controle (B)
cg24258439 TNFRSF11A 18 Corpo 0,65+0,27 0,93+0,01 -0,28 0,0079
cgl14985741 TNFRSF19 13 3'UTR 0,57+0,29 0,83+0,02 -0,27  0,0021
cg02302587 IL1F10 2 TSS200;5'UTR 0,62+0,28 0,88+0,01 -0,25 0,0001
cg12363898 IL17RB 3 Corpo 0,62+0,25 0,89+0,01 -0,27  0,0055
cg05440824 CCL2 17 TSS1500 0,57+0,31 0,88+0,02 -0,32  0,0080
€g26237003 CCL28 5 TSS1500 0,55+0,20 0,82+0,03 -0,26  0,0015
cg03564661 IRAK3 12 3'UTR 0,57+0,27 0,88+0,03 -0,31 0,0038
€g24944079 TRAF6 11 3'UTR 0,65+0,24 0,90+0,02 -0,25 0,0074
cgl11355225 NFKBIB 19 3'UTR; Corpo 0,64+0,24 0,90+0,02 -0,26  0,0049
cgl2615753 NFKB1 4 Corpo 0,58+0,29 0,87+0,02 -0,29 0,0053
CpGs com maiores niveis de metilagdo em mulheres com obesidade apds intervencao
_ Niveis metilacéo Niveis metilacéo
CpG Gene CHR Regidao do gene o _ AB p valor
apos intervencgao () Grupo Controle (B)
TNFSF13;TNFSF12-
€g25324068 17  5'UTR;1stExon;Corpo 0,56+0,23 0,32+0,04 0,24 0,0030
TNFSF13
cgl6117781 TNFRSF9 1 Corpo 0,35+0,28 0,06+0,03 0,29 0,0009



cg07720188
€g26847029
cg09043153

902314846

cg08728825
902911637
cgl15649774
€g19098421

TNFRSF19

CHUK
IL6ST

ACAA1;MYDS88
PUS7L;IRAK4

TRAF6
NFKBIL1Z,;

ATP6V1G2

TANK

13

5

12
11
6
2

TSS1500
TSS200
TSS1500

1stExon;Corpo;
5'UTR;TSS1500
1stExon;5'UTR;TSS1500

5'UTR

TSS200;5'UTR;TSS1500

5'UTR

0,43+0,26
0,28+0,23
0,24+0,21

0,20+0,21

0,44+0,31
0,26%0,19
0,22+0,22
0,22+0,23

0,18+0,04
0,07+0,02
0,06+0,00

0,01+0,01

0,13+0,02
0,06+0,03
0,03+0,02
0,02+0,01

0,25
0,21
0,19

0,19

0,32
0,20
0,19
0,20
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0,0059
0,0010
0,0047

0,0005

0,0008
0,0021
0,0030
0,0002

Valores apresentados em médiatdesvio padrdo; CHR: cromossomo; B: niveis de metilacdo, sendo que valores negativos indicam reducdo e valores positivos
indicam aumento da metilagdo; 3’UTR: 3’ regido ndo traduzida; 5’UTR: 5’ regido ndo traduzida; TSS200: 200 pares de bases do local inicial de transcrigao; TSS1500:

1500 pares de bases do local inicial de transcri¢do; 1stExon: primeiro éxon.
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7.3 Correlagdes entre variaveis fenotipicas e metilacdo do DNA

Observou-se correlacdes positivas entre os niveis de metilacdo do DNA de
CpGs nos genes CCL24, NFKB2 e RIPK2 antes da intervencao dietética com o
percentual de perda de peso e com as variagbes das concentragdes de colesterol
total, AST e ALT apos intervencgdo dietética (Tabela 7).

Tabela 7 — Correlacdes entre niveis de metilacdo de CpGs envolvidas com as vias da
inflamacéo antes da intervencéao dietética com perda de peso (%) e variagdo do Colesterol
Total e enzimas hepéticas (AST e ALT) ap0s intervencao dietética.

Perda de A Colesterol
A AST AALT
peso (%) Total
r p r P r p r p
€gl12788666 (CCL24) 0,645 0,032 - - - - - -
€g25634545 (NFKB2) - - 0,656 0,028 0,745 0,008 0,855 0,001
€g05892903 (RIPK2) - - - - 0,691 0,019 - -

A: delta; HDL-c: High Density Lipoproteins; LDL-c: Low Density Lipoproteins; AST: aspartato
aminotransferase; ALT: Alanina aminotransferase

Quando comparadas as variacbes dos niveis de metilacdo do DNA apés
intervencao dietética com as variacfes das caracteristicas fenotipicas, verificou-se
correlacdo positiva de apenas uma CpG do gene NR2C2 com a variacdo das

concentracdes de colesterol total (r=0,679 e p=0,022)

7.4 Regressdes lineares

A analise de regressao linear multipla evidenciou contribuicdo dos niveis de
metilacdo da cg25634545 no gene NFKB2 no momento antes da intervengcao na
variacdo das concentragfes de colesterol total com a intervencéo dietética, mesmo
apos ajustado para idade, perda de peso (%) e perda de MG (Tabela 8). Os efeitos
das outras correlagbes encontradas anteriormente desaparecem quando corrigidas

pela perda de peso, idade e variagdo de massa gorda.
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Tabela 8 — Regresséo linear multipla mostrando a contribui¢cdo dos niveis de metilacdo
da cg25634545 antes da intervencgéo dietética nas variac6es de colesterol total apos

dieta hipocaldrica

B r2 p IC 95%
AColesterol Total
cg25634545 (NFKB2)
Modelo 1 -2176,2 0,387 0,050 (-4346,6; -5,7)
Modelo 2 -2421,6 0,324 0,034 (-4604,6; -238,7)

r2: coeficiente de determinacéo, IC: intervalo de confianca, Modelo 1: regresséo linear multipla ajustada
pela perda de peso (%) e idade, Modelo 2: regresséao linear multipla ajustada por AMG e idade, p<0,05.

Discussio-
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8. DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que a intervencao dietética hipocalérica por seis
semanas proporcionou reducao significante do peso, IMC, MCM e MG e modificou
niveis de metilagdo do DNA de genes envolvidos em vias da inflamacéo.

A mudanca do padréo alimentar atual da populacdo mundial é a principal
responsavel pelo grande aumento do numero de individuos com excesso de peso e
obesidade, sendo essa uma consequéncia direta da globalizacdo, desenvolvimento
econdmico e mudancas de papel da sociedade moderna (DE VOGLI et al., 2014; FOX
et al.,, 2019). O processo de transicdo nutricional, no qual a populacdo diminui o
consumo de alimentos in natura para consumir alimentos altamente processados
influencia também no aumento do desenvolvimento de doencas associadas a
obesidade (HAIDAR & COSMAN, 2011; FOX et al., 2019; JAACKS et al., 2019;
MARTI, et al., 2021).

Neste estudo, o consumo alimentar das mulheres com obesidade nao foi
significantemente diferente quando comparado com a alimentacdo durante
hospitalizagdo e com o consumo de mulheres sem obesidade. Essa informagao
contradiz com os dados antropométricos dessas pacientes e a explicacdo para tal fato
pode ser o sub-relato alimentar por parte desse grupo. Malinowska et al. (2019)
mostraram que 24,4% de um total de 410 individuos apresentaram subnotificacdo da
alimentacao.

Outro estudo realizado por Nonino et al. (2007) também mostrou sub-relato por
parte de individuos com obesidade, pois ao fornecer aporte calérico de 2500 kcal/dia
durante os 3 primeiros dias do estudo, as participantes apresentaram perda de peso,
mesmo com o relato de consumo alimentar fora do ambiente hospitalar ser de 2100
kcal/dia. O sub-relato alimentar € um fenbmeno complexo, envolvendo fatores morais,
emaocionais, sociais, fisicos e cognitivos (SCAGLIUSI & LANCHA-JUNIOR, 2003).

Estudos prévios evidenciavam que uma intervencao com dieta hipocalérica era
suficiente para proporcionar perda de peso em individuos com obesidade
(COWBORN et al., 1997; CORTES-OLIVEIRA et al., 2016). Ramage et al., 2014
mostraram que a reducéo da ingestéao calorica, associada com aumento da ingestao
de fibra alimentar e préatica de atividade fisica regular (pelo menos 150 minutos de
atividade aerdbica por semana), além do auto-monitoramento e outras técnicas

comportamentais sdo essenciais para a perda de peso saudavel e manutencédo da
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mesma a longo prazo. Além disso, Mason et al.,, 2019 mostraram melhorias
significativas no comportamento alimentar e perda de peso com um programa de
perda de peso por 12 meses. Entretanto, os autores concluiram que para o0 sucesso
da perda de peso a longo prazo, esses programas devem abordar melhor os
comportamentos alimentares desordenados e suas comorbidades psicoldgicas
comuns, incluindo transtornos de humor e ansiedade.

No presente estudo foi verificado uma média de perda de peso de 9,2+3,6 kg
(5,6%) em seis semanas. Segundo estudo realizado por Wing et al. (2011), uma perda
de peso modesta de 5 a <10% foi associada a melhorias significativas nos fatores de
risco para DCV, como reducdo das concentracdes de glicose, triglicerideos e de
pressdo arterial, assim como o aumento das concentracfes de HDL-c. Os autores
também mostraram que quanto maior a perda de peso, maiores foram os beneficios
aos individuos do estudo.

Pode-se observar também que apesar da significante reducéo das variaveis de
peso, IMC, MCM e MG das pacientes submetidas a intervencéao dietética hipocalorica,
nao houve reducédo significante da circunferéncia abdominal apds o periodo de seis
semanas de restricdo calérica e, todas as variaveis analisadas mantiveram-se
diferentes do grupo controle. A obesidade abdominal das pacientes do Grupo
Intervencdo manteve-se muito acima do preconizado pela OMS (WHO, 2003), sendo
considerada um fator de risco independente para o desenvolvimento de doencas
metabdlicas e cardiovasculares, mesmo quando os individuos apresentam IMC dentro
dos valores de normalidade e, principalmente quando associada ao sedentarismo
(VELOSO & SILVA, 2010; TIGBE et al., 2017). A medida da circunferéncia abdominal
tem sido amplamente utilizada na prética clinica considerada como critério diagnostico
para a sindrome metabdlica (DESPRES et al., 2008; GOBATO et al., 2014; PERONA
et al., 2019).

Observou-se no final desse estudo a diminuicdo da MG e da MCM. Alguns
estudos relatam que até 25% da perda de peso obtida por meio de dieta com restricdo
energética de curto prazo € referente a diminuicdo da massa corporal magra
(NICKLAS et al., 2009; FOSTER-SCHUBERT et al., 2012). Os programas de perda
de peso mais comuns séo capazes de reduzir peso corporal nas primeiras semanas,
no entanto, uma quantidade significativa inclui perdas de massa corporal magra
(MCM), além de alteracdes no status de fluido (WILLOUGHBY et al., 2018). Estudo

realizado por Thomson et al. (2008) mostrou perda de peso média de 6,9 kg em 10
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semanas de intervencao dietética, com reducao de 2,9 kg de MG e 3,5 kg de MCM.
Jaime et al. (2015) também mostraram reduc¢édo de 3,9 kg, sendo 2,7 kg de MG e 0,3
de MCM em mulheres submetidas a 3 meses de dieta hipocaldrica. Com isso, 0s
resultados do presente estudo corroboram com estudos prévios.

Ainda, observamos reduc¢éo das concentracdes séricas de colesterol total, LDL-
c e HDL-c ap0s seis semanas de intervencdo dietética. As pacientes com obesidade
no momento pré-intervencdo apresentaram valores significantemente maiores de
glicemia e triglicerideos e menores de HDL-c quando comparadas ao grupo controle.
ApoOs a intervencao, as mulheres com obesidade apresentaram menores valores de
HDL-c e maiores valores de triglicerideos em relacdo ao grupo controle. De acordo
com estudos prévios, essa reducdo das concentracdes de lipidios séricos € de
extrema importancia para a diminuicdo do risco para doencas cardio-metabdlicas
(FRANCULA-ZANINOVIC et al., 2018; CLIFTON, 2019). Além disso, Nnossos
resultados corroboraram com estudo realizado por Jaime et al. (2015), o qual avaliou
mulheres com obesidade submetidas a restricdo calorica por trés meses e observaram
reducado das concentracdes séricas de triglicérides. Ademais, outros estudos também
mostram melhora da qualidade de ingestédo de gordura e carboidrato e reducao das
concentracbes de lipidios apés intervencdo dietética hipocalorica, evidenciando a
restricdo energética e melhora da qualidade da dieta como uma estratégia eficaz no
tratamento da dislipidemia (WOOD et al., 2006; VALLE et al., 2010; CLIFTON, 2019).
A reducédo das concentracdes de HDL-c apesar de ser prejudicial para o organismo,
considerando sua atuacao no controle do colesterol total, acontece em decorréncia da
reducdo geral dos lipidios séricos durante o processo de perda de peso (VALLE et al.,
2010).

Neste estudo, ndo houve mudanca na glicemia apos intervencgdo dietética no
grupo intervencao, porém, sabe-se que a perda de peso é importante no controle
glicémico em individuos com obesidade (KNOWLER, et al., 2002; GAAL & SCHEEN,
2015). Segundo estudo de Wing et al. (2011), individuos com sobrepeso e obesidade
gue apresentaram perda de 5 a 10% de seu peso corporal aumentaram as chances
de reducao de 0,5% da hemoglobina glicada. O fato das pacientes do presente estudo
apresentarem concentracdes de glicose dentro da faixa de normalidade antes do
periodo de hospitalizacdo pode ser a justificativa da sua manutencgéo apds intervencgéo

dietética e perda de peso.
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O acumulo de gordura hepéatica é o resultado de um desequilibrio entre
deposicdo e remocdo de lipidios nesse 6rgdo, no qual a sintese hepética de
triglicerideos pode ser considerada um mecanismo parcialmente protetor, com o
objetivo de armazenar acidos graxos livres que sao toxicos para 0 organismo
(MARCHESINI et al., 2016). Os acidos graxos livres podem ser provenientes da
alimentacao (cerca de 15%), da lipélise do tecido adiposo (60 a 80%) e do processo
de lipogénese de novo (cerca de 26%) (MARCHESINI et al., 2016). Esse processo
pode em partes explicar o aumento das enzimas hepaticas no presente estudo (AST
e ALT). Acredita-se a perda de peso significante durante as seis semanas de
intervencgédo dietética hipocalorica levou ao aumento da lipdlise no tecido adiposo e,
assim, uma maior liberacdo de acidos graxos livres, com consequente aumento de
metabolizacdo dessa gordura no figado. Acredita-se que as seis semanas de
intervencao dietética seja um tempo reduzido para se observar melhora do quadro de
esteatose hepéatica em pacientes com obesidade em processo de perda de peso,
como verificado em varios estudos, 0s quais realizaram avaliacdes a longo prazo (52
semanas) (VILAR-GOMEZ et al., 2015; LASSAILLY et al., 2015).

No presente estudo verificamos alteracfes dos niveis de metilacdo de sitios
CpGs especificos em genes envolvidos com o processo inflamatério apés intervencao
dietética hipocaldrica. Dentre os sitios que apresentaram hipometilacéo, todos estédo
presentes em genes envolvidos com o processo pré-inflamatério (TNF, IL1A, IL6R,
HGF, CCL2, CCL28, RIPK1, RIPK2, TRAF2). Ja os sitios que apresentaram
hipermetilacdo, nove estdo presentes em genes proé-inflamatérios (IL6, CCL23,
CCL24, CCL28, SQSTM1, RIPK2, NR2C2 e NFKB2) e apenas um em gene anti-
inflamatério (ILLORB). Esses resultados mostram uma tendéncia a resposta pro-
inflamatoria, considerando a hipometilagéo de genes chaves no processo inflamatorio,
além de uma hipermetilagcdo de um dos principais genes anti-inflamatorios.

Um estudo realizado por Tareen et al., 2020, o qual avaliou transcriptoma e
protedmica, também encontrou aumento da resposta imune apos perda e/ou
manutencao do peso com dieta hipocaldrica na maioria dos individuos analisados. Os
autores esperavam que a perda de peso melhorasse a resposta inflamatéria, porém,
concluiram que uma escala de tempo seja influenciadora nos resultados de
flexibilidade metabdlica, ou seja, o tempo apos perda e/ou manutengédo da perda de
peso contribui para a melhora de parametros relacionados ao metabolismo do tecido

adiposo e resposta inflamatoria. Os autores também acreditam que sejam necessarios
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mais estudos a fim de desvendar as possiveis interacdes celulares existentes,
principalmente no tecido adiposo, no processo de emagrecimento em individuos com
obesidade.

Galvez et al. (2022) mostraram em um artigo de revisdo que a maioria dos
estudos recentes que investigam os efeitos da perda de peso por meio de
intervencdes dietéticas sem a pratica de atividade fisica ndo apontaram para uma
melhora do estado inflamatério, principalmente no tecido adiposo, mesmo quando
ocorrem melhorias metabdlicas. Entretanto, os estudos longitudinais associando
perda de peso e alteracdes epigenéticas em genes das vias da inflamacédo sao
inexistentes na literatura, confirmando que nossos achados séo inéditos.

Outra possivel explicacdo para os resultados do presente estudo esta
relacionada com um processo adaptativo com a lipélise presente na perda de peso.
Sabe-se que o processo de perda de peso induz o aumento da lipélise, que por sua
vez proporciona a liberacdo de acidos graxos livres (MARCHESINI et al., 2016). Com
isso, a elevada circulacdo dos acidos graxos livres poderia justificar a reducdo da
metilacdo de genes pro-inflamatérios, considerando que sdo sinalizadores para 0s
macréfagos do tipo M1 aumentem sua atuacdo na inducdo da resposta imune,
principalmente no tecido adiposo (MCARDLE et al., 2013; RAY et al., 2016). Somada
a essas evidencias sobre a acdo dos acidos graxos livres na resposta pré-inflamatoria,
outro estudo mostrou que o tecido adiposo apresenta alteracdes que contribuem para
liberacdo de células envolvidas na inflamacdo. A hiperplasia e hipertrofia dos
adipdcitos no tecido adiposo em individuos com obesidade diminuem a disponibilidade
de oxigénio no tecido e induzem o processo de hipdxia, considerado um importante
mecanismo envolvido na inflamacao crénica relacionada a obesidade (GASPAR &
VELLOSO, 2018). Complementando esses achados, um estudo realizado por
Bekkering et al. (2014) mostrou que monadcitos humanos isolados expostos a baixas
concentracbes de lipoproteinas de baixa densidade oxidadas (oxLDL) induz
macréfagos pro-inflamatérios via modificagcbes epigenéticas, caracterizadas por
aumento da produgdo de citocinas inflamatorias. Wang et al. (2016) também
demonstraram evidéncias de que a alteracao da metilacdo do DNA na obesidade pode
ocorrer devido aos estimulos dos acidos graxos saturados e citocinas pro-
inflamatorias, como o TNFa, resultando na polarizacdo desregulada de macréfagos,

contribuindo para ativagdo da inflamacéo em individuos com obesidade.
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Ao comparar mulheres com obesidade antes da intervencdo dietética com
mulheres com peso normal, observamos que os individuos do primeiro grupo
apresentaram menor metilacdo de genes envolvidos com a sintese de proteina
reguladora das vias de sinalizacéo de JNK (MAPKBP1), além da maior metilacdo do
gene IRAK3, envolvido com a transducdo de sinal imune via Toll/IL-R, ou seja,
mulheres com obesidade apresentam maiores atuagcdes de genes envolvidos com a
resposta pro-inflamatdrias quando comparadas a mulheres com peso normal. Tais
resultados podem ser explicados pela diferenca de composic¢ao corporal entre os dois
grupos do estudo, sendo o maior acumulo de tecido adiposo nas mulheres com
obesidade responséavel por promover resposta inflamatéria cronica e de baixo grau
(LEON-PEDROZA et al., 2015; IVANOV et al., 2018).

Um dos primeiros mecanismos implicados no inicio da inflamacéo sistémica de
baixo grau é a inflamac&o no tecido adiposo branco visceral (LEON-PEDROZA et al.,
2015). O processo de hiperplasia e hipertrofia do tecido adiposo visceral em individuos
com obesidade levam a modificacdes no espacamento da fracdo estromal vascular,
ocasionando a hipoxia e necrose das células adiposas localizadas em areas distantes
dos vasos sanguineos. Tal fato induz as células fagociticas iniciarem um processo de
inflamacéo, visando a remocdo desses adipocitos (MURANO, et al.,, 2008;
YOSHIZAKI et al,. 2012; LEE et al., 2014, LEE et al., 2018). Além disso, 0 excesso de
acidos graxos armazenados nas células adiposas € capaz de exacerbar processos
oxidativos como a lipoperoxidacédo dentro do adipdcito. Esse processo proporciona
um cendrio de estresse oxidativo e, como consequéncia, numerosas células
imunolégicas sdo recrutadas para o tecido adiposo, iniciando um processo
inflamatorio local caracterizado pela elevacdo dos niveis de TNF-a e diminuicdo de
IL10 e adiponectina (MURANO, et al., 2008; LEE et al., 2014, LEE et al., 2018).

Observamos 251 sitios CpGs, localizados em 96 genes, com niveis de
metilacdo do DNA diferentes entre mulheres com peso normal e aquelas submetidas
a intervencdo dietética. Desses sitios, 59 apresentaram hipometilacdo, sendo 36
genes pro-inflamatério e apenas 1 gene anti-inflamatério. Dos 27 sitios que
apresentaram hipermetilacdo, 23 estdo envolvidos com o processo pro-inflamatorio e
apenas 1 com o processo anti-inflamatorio. Dentre 0s genes que apresentaram
hipometilacdo, podemos citar como 0s principais responsaveis por desencadear a
resposta inflamatéria o TNF, IL1F10, ILIRAP, IL6R, IL6ST, IL17D, IL17RB, TRADD,
TRAF6, NFKBIB e 0 NFKB1 e o gene IL10, responséavel pela acdo anti-inflamatoria.
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Nos individuos com peso normal, os macréfagos apresentam um fenétipo M2
(anti-inflamatdrio), o que pode sugerir que essas células dependem da oxidacao de
acidos graxos para suas demandas metabdlicas. Ja4 na obesidade, a troca progressiva
de macrdéfagos tipo M2 para o fenétipo M1 (pré-inflamatério) € acompanhado por alto
contetdo lipidico intracelular, sugerindo que a lipotoxicidade € um participante
fundamental na geracdo de inflamacéo do tecido adiposo (PRIEUR et al., 2011).
Acredita-se que o acumulo excessivo de lipidios no tecido adiposo de individuos com
obesidade é um evento importante na origem da polarizacdo dos macréfagos para o
tipo M1 ou que os macrofagos do tecido adiposo com esse fenétipo pré-inflamatério
ndo seja capaz de utilizar lipidios como substratos energéticos e, portanto, se
acumulam em excesso (PRIEUR et al., 2011; IVANQV et al., 2018).

Com isso, a comunicacao entre células imunes e adipocitos € um importante
regulador da funcédo do tecido adiposo e do metabolismo sistémico (CHUNG et al.,
2018). Segundo metanalise realizada por Bianchi (2018) sobre a influéncia da perda
de peso nos marcadores inflamatdrios, 0 mesmo mostrou que, apesar da grande
discrepancia dos desenhos dos estudos presentes na literatura, a perda de peso
modesta de 5% melhorou alguns parametros metabdlicos, como a sensibilidade a
insulina, enquanto uma perda de peso mais consistente (16%) regulou negativamente
a expressao de genes marcadores inflamatérios.

Em complementacéo a esses achados, Roumans et al., 2017 verificaram que
a inflamacdo de baixo grau em individuos com obesidade se mantem apoés
intervencao dietética com restricdo energética e perda de peso, porém a explicacdo
para tal fato seria a reducdo do volume do adipécito devido a perda de triglicerideos,
criando um estresse entre o conteudo celular e a matriz extracelular circundante
(MEC).

Entretanto, observa-se que ainda sdo escassos estudos que avaliaram a
influéncia da perda de peso apos dieta hipocaldrica em individuos com obesidade e
metilacdo de genes das vias inflamatérias em comparacao com individuos com peso
normal.

No presente estudo verificou-se correlagdes positivas entre a metilacdo basal
de 3 CpGs com a porcentagem de perda de peso (cgl2788666 — gene CCL24),
variacdo do Colesterol Total (cg25634545 — gene NFKB2) e enzimas hepaticas AST
(cg25634545 — gene NFKB2; cg05892903 — gene RIPK2) e ALT (cg25634545 — gene

NFKB2) apés intervencéo dietética. Entretanto, a andlise de regresséao linear multipla
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mostrou apenas a associacdo entre o nivel de metilacdo da cg25634545 no gene
NFKB2 antes da intervencao dietética na variacdo da concentracéo de colesterol total
apos dieta hipocaldrica, mesmo corrigindo para idade, perda de peso (%) e perda de
MG.

Com isso, entende-se que quanto mais metilada essa CpG estava no inicio da
intervencado, melhor foi a resposta (reducéo) das concentragfes séricas de colesterol
apos intervencao dietética hipocaldrica.

O NFKB é um ativador transcricional importante de mediadores inflamatorios,
como as citocinas pro inflamataorias, sendo responsavel por desencadear a inflamacgéo
nas células imunes (MULERO et al., 2019). Para ser ativado, esse fator de transcri¢cao
recebe sinalizacdo de indutores fisioldgicos, sendo o mais potente o TNFa (LIU et al.,
2017). Em estudo prévio, Martin-Nufez et al., 2017 verificaram aumento da metilacédo
do gene TNFa, com consequente reducdo da acdo do NFKB aos 6 meses apos
cirurgia bariatrica. Entretanto, os estudos s@o escassos na literatura associando nivel
de metilacdo entre os genes NFKB e TNFa, além de n&o existir evidencias cientificas
associando dieta hipocaldrica e perda de peso em mulheres com obesidade com nivel
de metilacdo desse fator de transcricao, tornando o presente estudo inédito.

Ainda, sobre a associacdo entre metilacdo do gene NFKB e concentragéo de
colesterol apds intervencdo dietética, estudos descrevem que a melhora de
indicadores inflamatérios em individuos com obesidade apds perda de peso a longo
prazo, incluindo a acdo do NFKB, influéncia de forma importante em diversas vias
relacionadas com o risco de desenvolvimento de doencgas cronicas nao
transmissiveis, tais como diabetes e dislipidemia (BEKKERING et al., 2014; IVANOV
et al., 2018; BIANCHI, 2018).

Além disso, a literatura mostra que o tecido adiposo é um importante local para
armazenamento de colesterol em humanos, sendo aproximadamente 25% do pool
dessa molécula armazenada em depositos adiposos, 0s quais podem aumentar para,
aproximadamente, 50% nos individuos com obesidade (CHUNG & PARKS, 2016).
Com isso, entende-se que o0 aumento da metilacdo do gene NFKB no tecido adiposo
no processo de inflamacgéo crénica presente na obesidade, pode auxiliar a reducéo de
colesterol no processo de perda de peso.

Entretanto é importante lembrar que o paradigma de conhecimento de vias
isoladas estéa caindo por terra, pois a medida que mais interacdes de sinalizacdo sdo

descobertas, mais a sinalizacdo linear € insuficiente para descrever a complexidade
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de como a informag&o se propaga entre receptores e efetores. Com isso, a Vvisao
centrada na rede de interagbes representa um desafio para a ciéncia para assim
melhor entender todo o processo de atuacdo de genes em condicdes especificas, tais
como a inflamacé&o na obesidade (MAITY & WOLLMAN, 2020).

Por fim, o aprofundamento no entendimento das vias da inflamag&o no
processo de perda de peso apds intervencgao dietética hipocaldrica em individuos com
obesidade torna-se fundamental para determinar estratégias personalizadas para
obtencédo de melhores resultados no tratamento da obesidade e suas comorbidades

associadas.



Conclusées
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9. CONCLUSOES

Com os resultados do presente estudo, pode-se concluir que:

% A analise do consumo alimentar das mulheres com obesidade mostra um
possivel sub-relato, pois os dados verificados ndo sdo condizem com as variaveis
antropometricas das mesmas;

% Aintervencao dietética hipocalorica é eficaz na reducéo de peso, MCM e MG,
além de melhorar os parametros bioquimicos, principalmente perfil lipidico;

% Como esperado, mulheres com obesidade apresentam maiores valores de
peso, IMC, CA, MCM e MG que mulheres com peso normal, além de pior perfil lipidico;

% A intervencdo dietética hipocaldrica proporcionou piora dos indicadores
bioguimicos de TGO/AST e TGP/ALT, evidenciando uma resposta do organismo das
mulheres com obesidade ao aumento de acidos graxos livres durante o processo de
lipdlise na perda de peso;

% A intervencao dietética hipocaldrica por seis semanas é capaz de alterar os
niveis de metilacdo do DNA de genes relacionados as vias inflamatorias, evidenciando
diminuicdo da metilacdo de genes relacionados ao processo de inflamacao;

% Mulheres com obesidade antes da intervencdo dietética hipocaldrica e
mulheres sem obesidade apresentam apenas dois sitios CpCs diferencialmente
metilados, sendo esses sitios localizados em genes pro inflamatorios;

% Houve correla¢fes positivas entre os niveis de metilagdo do DNA de CpGs nos
genes CCL24, NFKB2 e RIPK2 antes da intervencao dietética com o percentual de
perda de peso e com as variacdes das concentracdes de colesterol total, AST e ALT
apos intervencgéao dietética;

% Aregressao linear multipla evidenciou contribuicdo dos niveis de metilagédo de
CpG no gene NFKB2 no momento antes da intervencdo na variagdo das
concentracdes de colesterol total com a intervencgéo dietética, mesmo apés ajustado

para idade, porcentagem de perda de peso e perda de massa gorda.
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APENDICES

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

realizaram intervencao dietética.

OROEe M,
<" RIBEIRAO PRETO 9

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

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado (a) a participar da pesquisa intitulada “Marcadores
epigenéticos da via inflamatoria antes e apos intervencgado dietética hipocalérica em
mulheres com obesidade grau IlI” coordenada pela professora Dra. Carla Barbosa Nonino,
da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo e com participacdo
da aluna de Doutorado Cristiana Cortes de Oliveira. Essa pesquisa ird incluir pacientes com
obesidade grau lll e magros e apresenta o objetivo de caracterizar e avaliar a relacdo entre o
perfil genético, de exames bioquimicos, peso, circunferéncia abdominal (CA), indice de massa
corporal (IMC), composicao corporal (quantidade de gordura e musculo) e ingestao alimentar
antes e apos dieta com baixa caloria (1200 kcal/dia) para perda de peso.

Caso vocé aceite participar, vocé sera incluida em um programa de internacéo para
reducdo de peso ja existente neste servigo. Este programa chamado “Programa de
internagao” acontece na enfermaria de Nutrologia do HCFMRP, tem duragédo de 6 semanas e
conta com varios profissionais incluindo médicos, nutricionista e enfermeiros que
acompanham as pacientes por todo o periodo de internacao.

No primeiro dia da internag&o serdo realizadas as seguintes avaliacdes:

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

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

3-) Coleta de sangue (uma colher de sopa). Seré 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. O sangue sera utilizado para verificacdo de
parametros bioquimicos e perfil genético (padréo de metilagdo).

4-) Andlise da sua alimenta¢éo (todos os alimentos que vocé consome durante um dia)

por meio do questionério chamado de Recordatorio 24 horas.
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Durante as 6 semanas de internagédo vocé recebera dieta com baixa caloria (1200
kcal/dia) distribuidas em seis refeicbes por dia. No Ultimo dia de internacdo todos os
procedimentos serdo realizados novamente.

Sua participacdo € voluntaria nesta pesquisa e estara ajudando a conhecer a relagéo
existente entre o seu material genético e todas as variaveis analisadas, 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 informacgBes coletadas. Esclarecemos que vocé ndo receberd nenhum pagamento do
pesquisador ou do hospital e que podera desistir de participar do estudo a qualquer momento,
sem que isto prejudique seu atendimento e acompanhamento habitual.

No caso de altera¢des nos exames vocé sera comunicado e orientado para tratamento,
se necessario. Caso ocorra dano decorrente da participagdo na pesquisa, vocé tera direito a
indenizag&o conforme as leis vigentes no pais.

Qualquer duvida apresentada durante a pesquisa, vocé poderd entrar em contato
conosco pelo telefone (16) 3315-4810 ou pelo email cristiana.cortes@outlook.com ou nho
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de medicina de Ribeirdo
Preto pelo telefone (16) 3602-2228.

Eu, )
RG: : anos de idade, concordo com minha participacao nesta

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

participacao 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 com peso

normal.

PO Yo 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 “Marcadores
epigenéticos da via inflamatodria antes e apos intervencao dietética hipocalérica em mulheres
com obesidade grau llI” coordenada pela professora Dra. Carla Barbosa Nonino, da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo e com participacdo da
aluna de Doutorado Cristiana Cortes de Oliveira. Essa pesquisa ira incluir pacientes com
obesidade grau lll e magros e apresenta o0 objetivo de caracterizar e avaliar a relacdo entre o
perfil genético, de exames bioquimicos, peso, circunferéncia abdominal (CA), indice de massa
corporal (IMC), composicédo corporal (quantidade de gordura e masculo) e ingestao alimentar.

Caso vocé aceite participar da pesquisa, serd agendado um dia para realizagcado das
seguintes avaliagdes:

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

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

3-) Coleta de sangue (uma colher de sopa). Sera realizada por enfermeiro por meio de
uma picada de agulha. Esse procedimento poderd causar uma pequena mancha arroxeada
no local que desaparece em poucos dias. O sangue sera utilizado para verificacdo de
parametros bioquimicos e perfil genético (padrao de metilacao).

4-) Analise da sua alimentacdo por meio do Recordatoério 24 horas (vocé deve relatar
para o pesquisador tudo o que ingeriu nas Ultimas 24 horas).

Todas as avaliagBes citadas acima serdo realizadas uma Unica vez no projeto.

Sua participacéo € voluntaria nesta pesquisa e estara ajudando a conhecer a relacao
existente entre o seu material genético e todas as variaveis analisadas, contribuindo para que

novos métodos de tratamento para obesidade sejam adotados.
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Queremos deixar claro que seré garantido o sigilo da sua identidade e a privacidade das
informagbes coletadas. Esclarecemos que vocé ndo receberd nenhum pagamento do
pesquisador ou do hospital e que podera desistir de participar do estudo a qualguer momento,
sem que isto prejudique seu atendimento e acompanhamento habitual.

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

Qualquer duvida apresentada durante a pesquisa, vocé podera entrar em contato
conosco pelo telefone (16) 3315-4810 ou pelo email cristiana.cortes@outlook.com ou nho
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de medicina de Ribeiréo
Preto pelo telefone (16) 3602-2228.

Eu, , RG:

, anos de idade, concordo com minha participagdo nesta

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

participacao 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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Tabela 6 — Niveis de metilagdo do DNA de genes relacionados as vias da inflamacéo de individuos com obesidade apds intervencao

dietética hipocaldrica (n=11) e grupo controle (n=24)

CpGs com menores niveis de metilacdo em mulheres com obesidade apds intervencao

Niveis metilacdo

Niveis metilacao

CpG Gene CHR Regido do gene AB p valor
apos intervencao () Grupo Controle ()
cgl7741993 TNF 6 Corpo 0,45+0,17 0,63+0,06 -0,18 0,0001
cg12601933 TNFRSF1B 1 Corpo 0,76+0,26 0,89+0,01 -0,12  0,0002
cg15208519 TNFRSF1B 1 Corpo 0,73+0,18 0,86+0,02 -0,14  0,0001
cg03422094 TNFRSF8 1 Corpo 0,75+0,26 0,90+0,02 -0,15 0,0005
cg00463840 TNFRSF8 1 5'UTR; Corpo 0,69+0,26 0,88+0,01 -0,19 0,0003
€g22572614 TNFSF10 3 TSS1500 0,73+0,19 0,88+0,02 -0,15 0,0017
cgl7279410 TNFRSF11A 18 Corpo 0,68+0,17 0,83+0,03 -0,15 0,0015
€g24258439 TNFRSF11A 18 Corpo 0,65+0,27 0,93+0,01 -0,28 0,0079
cgl7267493 TNFSFLZTNFSFLS 17 Corpo;TSS1500 0,78+0,19 0,90+0,01 -0,12  0,0038
TNFSF12-TNFSF13

cg05186704 TNFRSF17 16 TSS1500 0,81+0,19 0,96+0,01 -0,15 0,0081
€g22168386 TNFRSF19 13 Corpo 0,67+0,25 0,86+0,12 -0,19 0,0003
cg20326248 TNFRSF19 13 Corpo 0,68+0,23 0,91+0,07 -0,22  0,0005
€g24776343 TNFRSF19 13 Corpo 0,68+0,25 0,91+0,01 -0,23  0,0003
€g14985741 TNFRSF19 13 3'UTR 0,57+0,29 0,83+0,02 -0,27  0,0021



cg01704609
€g22168386
920326248
€cg18015809
cg05617732
€cgl6901727
€cg02988775
902302587
cgl7664443
€cg13549904
€Q24729879
cg17067005
€g23098661
cg12363898
cg05440824
cg08575688
cg18264219
€g21743830
€g23298782
€g26237003
908128650

TNFRSF19
TNFRSF19
TNFRSF19
TNFRSF21
TNFRSF21
TNFRSF21
TNFRSF25
IL1F10
ILIRAP
IL6R
IL6ST
IL10
IL17D
IL17RB
CCL2
CCL20
CCL23
CCL25
CCL26
CCL28
RELA

= O P W N O O O

[ERN
w

17

17
19

Corpo
Corpo
Corpo
Corpo
Corpo
Corpo
Corpo

TSS200;5'UTR

5'UTR
3'UTR
5'UTR
Corpo
Corpo
Corpo
TSS1500
TSS200
TSS1500
1stExon
3'UTR
TSS1500
Corpo

0,61+0,27
0,67+0,25
0,68+0,23
0,80+0,15
0,68+0,27
0,78+0,22
0,69+0,16
0,62+0,28
0,67+0,21
0,69+0,19
0,43+0,20
0,74+0,15
0,76+0,22
0,62+0,25
0,57+0,31
0,46+0,16
0,68+0,23
0,65+0,15
0,72+0,19
0,55+0,20
0,67+0,20

0,85+0,03
0,86+0,12
0,91+0,07
0,91+0,01
0,83+0,02
0,96+0,01
0,81+0,03
0,88+0,01
0,92+0,02
0,82+0,02
0,65+0,03
0,90+0,01
0,91+0,01
0,89+0,01
0,88+0,02
0,65+0,05
0,87+0,01
0,80+0,02
0,93+0,01
0,82+0,03
0,78+0,02

-0,24
-0,19
-0,22
-0,11
-0,15
-0,18
-0,11
-0,25
-0,24
-0,14
-0,22
-0,16
-0,15
-0,27
-0,32
-0,19
-0,20
-0,14
-0,21
-0,26
-0,11
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0,0002
0,0003
0,0005
0,0015
0,0100
0,0047
0,0034
0,0001
0,0036
0,0007
0,0059
0,0061
0,0002
0,0055
0,0080
0,0027
0,0008
0,0001
0,0044
0,0015
0,0030



cg01629940
€cg15718940
912219838
cg00564714
€cgl18123581
€g10318258
€cQ27175788
911044273
cg07369988
905341904
922026368
€cgl19572242
909520212
cgl8716706
€g19275895
919553158
cg03564661
cg27465569
cg08830139
€g24944079
€g11355225

TRADD
RIPK1
RIPK1
RIPK2
RIPK2
RIPK3
RIPK3
RIPK4
RIPK4
RIPK4
RIPK4
IRAK1
IRAK1
IRAK2
IRAK2
IRAK2
IRAK3
IRAK4
CD14
TRAF6
NFKBIB

16

12

11
19

Corpo
3'UTR
Corpo
Corpo
Corpo
TSS1500
TSS1500
Corpo
Corpo
Corpo
Corpo
TSS1500
TSS1500
Corpo
Corpo
Corpo
3'UTR

5'UTR;TSS1500

TSS1500
3'UTR

3'UTR; Corpo

0,65+0,16
0,71+0,28
0,80+0,21
0,61+0,24
0,66+0,21
0,61+0,28
0,75+0,13
0,62+0,21
0,54+0,23
0,74+0,28
0,73%0,23
0,35+0,12
0,53+0,14
0,77+0,22
0,67+0,22
0,72+0,28
0,57+0,27
0,69+0,22
0,42+0,15
0,65+0,24
0,64+0,24

0,81+0,03
0,91+0,01
0,98+0,00
0,90+0,03
0,91+0,02
0,81+0,03
0,88+0,01
0,85+0,02
0,78+0,03
0,93+0,00
0,89+0,01
0,46+0,03
0,65+0,04
0,94+0,00
0,89+0,01
0,90+0,01
0,88+0,03
0,81+0,02
0,59+0,05
0,90+0,02
0,90+0,02

-0,16
-0,19
-0,18
-0,29
-0,25
-0,20
-0,14
-0,23
-0,23
-0,19
-0,15
-0,11
-0,12
-0,17
-0,21
-0,18
-0,31
-0,12
-0,17
-0,25
-0,26
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0,0003
0,0011
0,0030
0,0026
0,0035
0,0073
0,0001
0,0051
0,0083
0,0002
0,0066
0,0002
0,0024
0,0006
0,0002
0,0001
0,0038
0,0009
0,0003
0,0074
0,0049
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cgl2615753 NFKB1 4 Corpo 0,58+0,29 0,87+0,02 -0,29 0,0053
cg01983105 NFKB1 4 TSS1500 0,66+0,24 0,88+0,02 -0,22  0,0006
CpGs com maiores niveis de metilacdo em mulheres com obesidade apds intervencao
_ Niveis metilacéo Niveis metilacéo
CpG Gene CHR Regido do gene AB p valor
apos intervencgao () Grupo Controle (B)
cg20617093 TNFSF9 19 Corpo 0,24+0,17 0,07+0,02 0,17 0,0003
€g25324068 TNFSFL3 TNFSFL2- 17  5'UTR;1stExon;Corpo 0,56+0,23 0,32+0,04 0,24  0,0030
TNFSF13

cgl6117781 TNFRSF9 1 Corpo 0,3510,28 0,06+0,03 0,29 0,0009
cg20820107 TNFRSF8 1 5'UTR; Corpo 0,23+0,17 0,12+0,02 0,10 0,0059
cg13462030 TNFRSF10B 8 TSS1500 0,13+0,13 0,03+0,00 0,10 0,0066
cg07720188 TNFRSF19 13 TSS1500 0,43+0,26 0,18+0,04 0,25 0,0059
cgl13542817 NFKB2 10 1stExon;TSS1500;5'UTR 0,11+0,13 0,01+0,00 0,10 0,0034
cg20203089 NFKB2 10 5'UTR;1stExon 0,23+0,19 0,04+0,02 0,19 0,0084
€g26847029 CHUK 10 TSS200 0,28+0,23 0,07+0,02 0,21 0,0010
cg04760574 CHUK 10 TSS200 0,16+0,12 0,04+0,00 0,12 0,0024
cg07935264 IL1B 2 TSS200 0,23+0,16 0,13+0,03 0,11  0,0053
cgl8773937 IL1B 2 TSS1500 0,24+0,11 0,13+0,03 0,11 0,0001
cg24346686 IL6R 1 TSS1500 0,22+0,15 0,10+0,02 0,11 0,0053
cg01770232 IL6 7 TSS1500 0,28+0,18 0,14+0,03 0,14  0,0090
cg09043153 IL6ST 5 TSS1500 0,24+0,21 0,06+0,00 0,19 0,0047
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€cgl7506742 ILIORB 21 Corpo 0,15+0,17 0,05%0,00 0,10 0,0053

€g16296902 CCL28 5 Corpo 0,20+0,12 0,06%0,02 0,13 0,0063

€g11584277 CCL23 17 1stExon;5'UTR 0,35+0,18 0,17+0,03 0,18 0,0089

€g11250941 SQSTM1 5 5'UTR 0,16+0,26 0,03+0,01 0,13 0,0027

cg01457653 TRADD 16 TSS1500;5'UTR 0,21+0,28 0,04+0,00 0,17 0,0053
1stExon; Corpo;

902314846 ACAA1;MYDS88 3 0,20+0,21 0,01+0,01 0,19 0,0005
5'UTR;TSS1500

cg08728825 IRAK4 12 1stExon;5'UTR;TSS1500 0,44+0,31 0,13+0,02 0,32 0,0008

cg02911637 TRAF6 11 5'UTR 0,26+0,19 0,06+0,03 0,20 0,0021

1stExon;TSS1500;
€gl13542817 NFKB2 10 0,11+0,13 0,01+0,00 0,10 0,0034
5'UTR

€cgl5649774 NFKBIL1 6 TSS200;5'UTR;TSS1500 0,22+40,22 0,03+0,02 0,19 0,0030

€cg10186215 SIRT2;NFKBIB 19 TSS200 0,18+0,13 0,07+0,01 0,11 0,0024

€g19098421 TANK 2 5'UTR 0,22+0,23 0,02+0,01 0,20 0,0002

Valores apresentados em médiatdesvio padrao; CHR: cromossomo; B: niveis de metilacdo, sendo que valores negativos indicam reducao e valores positivos
indicam aumento da metilagao; 3'UTR: 3’ regido ndo traduzida; 5’UTR: 5’ regido ndo traduzida; TSS200: 200 pares de bases do local inicial de transcri¢cdo; TSS1500:
1500 pares de bases do local inicial de transcrigdo; 1stExon: primeiro éxon.
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ANEXOS

ANEXO 1 — Aprovacéo do Comité de Etica do HCFMRP-USP.

o ao==
HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA ‘& ey
DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO pusp.use

RS IRAD PRETD
Oficio n® 91472018
CEPMGV
Ribeirao Preto, 05 de abril de 2018,

Processo HCRP n® 1685/2018

Prezadas Pesquisadoras,

O trabalho Intilulado "MARCADORES EPIGENETICOS DA VIA
INFLAMATORIA ANTES E APOS INTERVENGAO DIETETICA HIPOCALORICA EM
MULHERES COM OBESIDADE GRAU I — Projeto de Pesquisa Doutorado ~ Versdo 2
—~ modificado em 15/03/2018, foi analisado "AD REFERENDUM" pelo Comité de Etica em
Pesquisa e enquadrado na categoria- APROVADO, bem como o Biorrepositério denominado
“Nutri e gendmica” e o Termo de Con i i arda de
Matenal Bioldgico — G trole & 5 B

De acordo com Carta Cicwlar n° 003/2011/CONEP/CNS, datada de
21/03/2011, o suyjeilo de pesquisa ou seu repvesentante, quando for o caso, devera rubricar
todas as folhas do Tennmo de Caonsentimento Livre e Esclarecido — TCLE — apondo sua
assinalura na oitima do refendo Termo; o pesquisador responsavel deverd da mesma forma,
rubricar todas as fothas do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE - apondo
sua assinatura na Gltima pagina do referido Termo.

Este Comité segue integraimente a Conferéncia Internacional de
Harmonizacdo de Boas Praticas Clinicas (IGH-GCP), bem como a Resolug&o n® 466/2012
CNS/MS.

Lembramos que devem ser apresentados a este CEP, o Relatério Parcial

e o Relatono Final da pesquisa
C DRA MARCIA GUIMARAES VILLANOVA

Atencicsamente,
COORDENADORA DO COMITE DE ETICA EM
Pescouisa oo HCRP € pa FMRP-USP

Hustrissimas Senhoras

CRISTIANA CORTES DE OLIVEIRA

Proea DRA CarLA BARBOSA NONINOG (ORIENTADORA)
Depto. de Clinica Médica

HOSPITAL DAS CLINKCAS DA FACULDADE OE MEDICINA DE RIBEIRAD PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAD PAULO
Campus Usiverstiano - Monte Alagte Comile de Ebca am Pesguien do HCRP ¢ FNERPUSP

14048-000 Fubeirdo Preto  SP FWA 20002733, RE-00002108 o Regisiio PAICOKEP o 5440

(15600 - 2220 cep@harp uap br
www NCrp usp br
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ANEXO 2 — Esquema alimentar padrdao de 1200 kcal seguido pelas pacientes
hospitalizadas do grupo intervencéo.

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

Almocgo e Jantar
12:00h e 19:00h

Salada de folha
Arroz

Feijao
Legumes
Carne magra
Azeite de Oliva
Fruta

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

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 adocante.

Para cada pessoa, a quantidade de 6leo vegetal utilizada para preparar 0s

alimentos nao deve ultrapassar 2 colheres de sobremesa por dia OU 1/3 de frasco

(300 ml) por més.

DATA: /




