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RESUMO

Ap6s a conclusdao do projeto genoma, surgiram novas linhas de pesquisa, dentre elas a
nutrigendmica, cujo objetivo € relacionar os componentes dietéticos com o genoma humano.
A partir deste advento pesquisas estdo sendo desenvolvidas para analisar mecanismos
epigenéticos, que podem estar envolvidos no metabolismo de diversos nutrientes e participam
da etiologia de diferentes mobirdades. A metilagdo do DNA € o mecanismo epigenético mais
conhecido e participa da regulacdo transcricional da expressdo génica, e tem sido associada a
diversas desordens metabdlicas e de satde. Alteracdes na metilagio do gene MTHFR,
acarretam em modificagdes no ciclo da homocisteina e do dcido félico. Além do que a enzima
metilenotetra- hidrofolato redutase codificada por este gene pode doar grupos metil para a
metilacdo do DNA. Com base nestes fatos esta pesquisa teve como objetivo avaliar os niveis
de metilacdo do gene MTHFR e relacionar com niveis glicémicos, estresse oxidativo e estilo
de vida em individuos adultos. Trata-se de um estudo epidemioldgico transversal de base
populacional, envolvendo 265 individuos adultos na faixa-etdria de 20 a 59 anos de ambos os
géneros, representativo das Zonas Leste e Oeste do municipio de Jodo Pessoa/ PB. Vinculado
a uma pesquisa de base populacional intitulada “II Ciclo de Diagnoéstico e Intervencao da
Situacdo Alimentar, Nutricional e das Doenc¢as ndo Transmissiveis mais Prevalentes da
Populagdo do Municipio de Jodo Pessoa/PB”. Os dados foram obtidos por meio da aplicagdo
nos domicilios dos questiondrios de caracterizagcdo socioecondmica e demografica,
caracterizacdo epidemioldgica, estilo de vida (consumo de dlcool), avaliagdo do consumo
alimentar e do estado nutricional. A partir de amostras sanguineas as concentragdes séricas de
capacidade de antioxidante total, malondealdeido, perfil lipidico, dcido félico, vitamina b12 e
homocisteina, foram analisadas. As andlises dos niveis de metilacdo do DNA nos promotores
do gene MTHFR foi realizada através do método de PCR em tempo real. Para a andlise
estatistica foi utilizado o modelo de regressao linear multipla, utilizando o STATA 13. Os
niveis de metilacdo do gene MTHFR foi de 34.14% + 17.41. Ocorreu relacio positiva entre
niveis de metilacio com niveis de glicemia em jejum, observando-se que quando a glicemia
de jejum aumenta 1mg/dl os niveis de metilacdo aumentam em 0,050% e relacio com o
consumo eventual de mais de seis doses de bebida alcodlica em ocasides especiais, ou seja,
quando os individuos ingerem mais de seis doses de dlcool os niveis de metilacdo aumentam
em 4.47%. J4 quanto ao consumo de Folato, a relacdo foi inversa, ou seja, a medida que o
consumo de folato diminui em 1mg os niveis de metilacdo aumentam em 0.05%. Conclue-se
que os dados demonstram uma associacdo positiva entre a metilacdo no gene MTHFR,
glicemia de jejum e consumo de dlcool em ocasides eventuais, € negativo com o consumo de
Folato.

Palavras-chave: Epigenética. Metilacdo do DNA. Gene MTHFR. Glicemia de jejum.
Consumo de dlcool. Folato.



ABSTRACT

After the completion of the genome project, new research lines emerged, among them a
nutrigenomics, whose objective is to relate the dietary components to the human genome.
From this report you should be ready to analyze the epidemic mechanisms, which are
developing and are not metabolizable. DNA methylation is the most sensitive and
participatory mechanism of transcriptional transmission of gene expression, with variables
related to metabolic and health disorders. Changes in methylation of the MTHFR gene lead to
changes in the homocysteine and folic acid cycle. In addition, the enzyme
methylenetetrahydrofolate reductase is encoded by this gene can make methyl groups for a
methylation of DNA. The aim of this study was to evaluate the methylation levels of the
MTHFR gene and to correlate glycemic levels, oxidative stress and lifestyle in adult
individuals. This is a population-based cross-sectional epidemiological study involving 265
adult individuals in the age range of 20 to 59 years of both genders, representative of the East
and West Zones of the city of Jodo Pessoa / PB. Population-based research entitled "II Cycle
of Diagnosis and Intervention of Food, Nutrition and Non-Communicable Diseases of the
Population of the Municipality of Jodo Pessoa / PB". The data were newborns through
epidemiological applications, lifestyle, evaluation of food consumption and nutritional status.
From the blood samples were found serum concentrations of total antioxidant capacity,
malondealdehyde, lipid profile, folic acid, vitamin b12 and homocysteine, were analyzed.
DNA methylation levels analyzes in the promoters of the MTHFR gene were performed by
the real-time PCR method. For statistical analysis, linear regression using STATA 13 was
used. The methylation levels of the MTHFR gene were 34.14% + 17.41. The equilibrium
between the methylation class with fasting blood glucose levels, when fasting blood glucose
increases 1mg / dl, methylation levels increased by 0.050% and the relation with the eventual
consumption of more than six doses of alcoholic beverage in the most generic is the larger
size compared to serum levels of methylation increased by 4.47%. It was already used for
folate consumption, a low to reverse, that is, as folate consumption decreased by lmg,
methylation levels increased by 0.05%. It is concluded that the data demonstrate a positive
association between methylation of the MTHFR gene, fasting glucose and alcohol
consumption in a series of events, and negative for folate consumption.

Keywords: Epigenetics. Methylation of DNA. MTHFR gene. Fasting glycemia. Alcohol
consumption. Folate.
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INTRODUCAO

A epigenética é definida como o estudo das alteracdes na regulacdo da atividade e
expressdo de genes, sem alteragdes na sequéncia do DNA (ROMANOSKI et al., 2015),
embora sua definicdo esteja em constante atualizacdo, trés aspectos principais estdo
estabelecidos: inalteracio na sequéncia do DNA, hereditariedade, plasticidade e
reversibilidade (ZHENG et al., 2014).

A metilacdo do DNA € a marca epigenética mais conhecida (SCHUBELER, 2015), e é
catalisada por enzimas DNA metiltransferases: DNMT1, DNMT3A e DNMT3B em
dinucledtideos citosina fosfato guanina (CpG) para gerar 5-metilcitosina (LAW; JACOBSEN,
2010), com isso uma nova metilacdo do DNA € mediada por enzimas DNMT3A e DNMT3B,
principalmente durante o desenvolvimento embriondrio, j4 a DNMTI1 mantém padrdes de
metilacdo do DNA durante sua replicacao (VELSZIC et al., 2015).

Embora a metilacdo do DNA geralmente esteja relacionada a inativacdo do gene, e
normalmente ocorre em dinucleotideos (CpG), a mesma em locais de ligacdo com o fator de
transcricdo que bloqueia a ligacdo de proteinas repressoras pode, paradoxalmente levar a
ativacdo de genes. Ocorre nos dinucleotideos CpG, que quando metilados sdo distribuidos ao
longo do genoma e grande parte agrupados como ilhas de CpG nas extremidades 5° de varios
genes (GUO et al., 2015).

A enzima MTHEFR atua na regulacdo das reacdes de metilacdo, desempenhando uma
atividade catalisadora na conversio do 5,10 metilenotetrahidrofolato para 5-
metiltetrahidrofolato, sendo considerada a principal forma circulante de folato, necessaria
para que ocorra a remetilacdo da homocisteina (Hcy) para metionina, uma importante reagao
que leva a sintese de S-adenosilmetionina (SAM), o maior doador de metil para reacdes de
metilacdo do DNA. Tanto o folato quanto a S-adenosilmetionina participam do ciclo da
metionina, sendo o mesmo intimamente relacionado com o estado oxidativo da célula
(COLSON et al., 2017). Alteragdes no gene MTHFR tem sido relacionadas com o risco para
diversas patologias dentre elas o cancer, doencas cardiovasculares e diabetes de inicio
(BRADSHAW et al., 2015; LIEW; GUPTA, 2015; QIN et al., 2015), mas a relagdo entre os
niveis de metilacio do gene em estudo com alteragdes glicémicas, ainda é pouco
compreendida.

A glicemia de jejum € obtida através de um exame realizado apds um jejum de pelo
menos 8 horas sem que haja o consumo de qualquer alimento ou bebida. Os valores de

referéncia da glicemia em jejum sdo: normal (< 110mg/dl), prediabetes (110mg/dl —


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2214540015000584?via%3Dihub#!
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1769721214001931?via%3Dihub#!
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1769721214001931?via%3Dihub#!
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125mg/dl) e diabetes (> 126mg/dl) (ADA, 2017).

A dieta também desenvolve um importante e complexo papel na determinacdo destes
estados epigenéticos, onde alguns compnentes alimentares tem acdo direta ou indireta nestes
mecanismos (DHASARATHY; ROEMMICH; CLAYCOMBE, 2016).

Esta pesquisa se justifica por seu cardter inovador visto que nio existem estudos que
abordem a relacdo entre o perfil de metilagcdo do gene MTHFR, estresse oxidativo, estilo de
vida e varidveis socioecondmicas em adultos, considerando que a metilacdo do DNA pode
desempenhar um papel importante na incidéncia de doengas metabdlicas, caracterizando o
primeiro estudo de base populacional relacionado com o mencionado gene na literatura.

Desta forma, este estudo tem como objetivo principal avaliar os niveis de metilacdo do
gene MTHFR e relacionar com niveis glicémicos, estresse oxidativo e estilo de vida em
individuos adultos e como objetivos especificos: analisar os niveis de metilacdo do gene
MTHFR na populacdo de adultos, valores de Malondealdeido (MDA), Capacidade de
Antioxidante Total (CAT), marcadores bioquimicos, avaliacio das caracteristicas
socioecondmicos e de estilo de vida da populagdo relacionando-os com a presenca de

metilacdo do gene MTHFR.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098299716300243
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098299716300243
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098299716300243
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Aspectos da Nutrigendomica e Epigenética

Ap6s a conclusdo do Projeto Genoma Humano, surgiram novas linhas de pesquisa na
drea da saide, mas precisamente na ciéncia da nutri¢do, que estd vivendo a era pds-genoma.
Através da relacdo existente entre os nutrientes € o genoma humano originou-se a
nutrigendmica, cujo objetivo principal € conhecer o funcionamento e a interacdo do genoma
com os componentes dietéticos, e com base nesse conhecimento prescrever dietas
personalizadas para promover saide e compreender as varias respostas obtidas através de uma
determinada dieta aplicada entre grupos populacionais ou individuos (CONTI, 2010; SALES;
PELEGRINI; GOERCH, 2014; MECDONALD; GLUSMAN; PRICE, 2016).

Paralelamente originaram-se as tecnologias gendmicas, com o intuito de avaliar outras
biomoléculas (Figura 1), como por exemplo, marcadores epigenéticos, protedmicos para
proteinas e peptideos e metabolomicas. As pesquisas que envolvem associacOes Omicas sao
semelhantes visto que procuram biomarcadores 6micos que se relacionem com o fendtipo

(TEBANI et al., 2016).

A

Figura 1. Nutrigenomica e as chamadas ciéncias “Omicas”.
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Fonte: Rimbach; Pascual-Teresa (2005).

Um dos principais focos da nutrigenOmica estd voltado na prevencdo de doengas

cronicas que sdao mediadas, em parte, pela exposicio permanente a certos componentes
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dietéticos (NUNO; HEUBERGER, 2014), logo a nutrigendmica poderd auxiliar na prevengao
de doencgas relacionadas com a alimentacdio, bem como a elaboracdo de estratégias
nutricionais e colaborar para o conhecimento dos efeitos adversos ou benéficos de alguns
alimentos ou nutrientes. A Nutricdo personalizada serd o futuro em termos de concepgao e
prescricdo de uma dieta para os individuos com base no seu genoma e suas variagdes
genéticas, ainda nessa complexa interag@o entre gene e dieta que pode ser benéfica ou nio ao
organismo, entra a participacdo da epigenética (WATERLAND, 2006; PAVLIDIS et al.,
2012; NOECKER; BORESTEIN, 2016).

A Epigenética € definida como o estudo das modificagdes que ocorrem no genoma
resultantes de alteragdes na estrutura da cromatina sem alterar a sequéncia nucleotidica
(MATHERS, 2008; LANGEVIN; KELSEY, 2013; LIZCANO; VARGAS, 2016), sendo os
padrdes epigenéticos vulnerdveis a modificacdes do ambiente podendo levar a mudancgas
fenotipicas que podem ser transmitidas para as proximas geracoes (PRAY, 2004;
JARAMILLO; CAMACHO; NARANJO, 2013; LOPOMO; BURGIO; MIGLIORE, 2016).

Os mecanismos epigenéticos de regulacdo e expressdao génica sdo influenciados e
estimulados por fatores internos tais como: alteragdes na estrutura da cromatina, vias
metabdlicas, balanco neuroenddcrino, atividades hormonais e fatores externos como
nutrientes ou componentes alimentares bioativos, medicagdo, tabaco, radiagdo, organismos
infecciosos e estresse (REMELY et al., 2015).

Algumas caracteristicas diferenciam a epigenética dos mecanismos genéticos
convencionais: a reversibilidade, os efeitos de posicionamento e a habilidade de agir em
distancias maiores do que um unico gene. Embora a defini¢cdo de epigenética esteja sendo
atualizada continuamente, algumas caracteristicas principais sdo conservadas: como a
manutencdo da sequéncia de DNA, hereditariedade, plasticidade e reversibilidade
(FEINBERG, 2001; ZHENG et al., 2014).

Atualmente o termo tomou maiores propor¢des € abrange diversos mecanismos que
participam na regulacdo da expressao génica, sendo eles metilacdo do DNA, modificagdes pos
traducionais em histonas, RNAs ndo codificantes, entre outros. A epigenética desperta muito
interesse nos pesquisadores pelo fato de que seus processos sdo potencialmente reversiveis,
diferente de alteragcdes genéticas estruturais, € consequentemente sao passiveis de tratamento
(YANG et al., 2010), logo o campo da epigenética nutricional consegue desvendar a natureza
das interagdes dos nutrientes com os genes, dando assim mais suporte a nutrigendmica na

compreensdo da aquisicdo de novos fenétipos (KANG, 2013).
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Os fendmenos epigenéticos possuem caracteristicas como reversibilidade e
hereditariedade. Diferente do genoma, o epigenoma pode ser modificado, desta forma alguns
marcadores de risco epigenético tem o potencial para ser invertido. Essas modifica¢des
ocorrem por meio de medicamentos, dieta ou exposi¢des ambientais (CHONG; WHITELAW,
2004; ANWAY et al.,, 2005; FRANKS; LING, 2010; BISHOP; FERGUSON, 2015).

As marcas epigenéticas sofrem mudancgas desde o desenvolvimento fetal, perdurando
durante a vida adulta e envelhecimento ou serem revertidas pela acdo de diferentes fatores.
Estas alteracdes desempenham um importante papel no estabelecimento e regulacdo na
programacdo de genes. Parte dessas mudangas ocorrem devido a interagdo do ambiente com o
genoma (TORANO et al., 2016).

A expressdo génica é regulada de maneira positiva ou negativa pela metilacdo,
desempenhando importantes fungdes. E conclusivo que algumas modificacdes epigenéticas do
DNA podem surgir como consequéncia de mudancas ambientais, incluindo nutricdo e
exercicio, podendo alterar a expressdo génica de maneira estdvel e hereditaria, influenciando
em desordens metabdlicas, comportamentais e de satide. Sendo assim estes fatores tornam a
epigenética um mecanismo patogénico importante em desordens complexas, tais como a
obesidade (BRAY et al., 2016).

A metilacdo do DNA ocorre na regido promotora do gene, em ilhas CpG promovendo
o efeito de silenciamento transcricional da expressdo génica (AUCLAIR; WEBER, 2012), em
mamiferos € estabelecida durante a embriogénese (OKANO; XIE; LI, 1998; BESTOR, 2000)
e os padroes de metilcdo mudam de acordo com as fases de desenvolvimento das células
(EHRLICH et al., 1982; LAURENT et al., 2010).

Importantes classes de enzimas denominadas DNA metiltransferares (DNMTs) estao
envolvidas nos mecanismos de metilagio do DNA e atuam na manutencdo do genoma
humano (RAE, 2017). Indentificou-se quatro grupos principais de DNMTs na espécie
humana, descritas como DNMTI1, DNMT3A, DNMT3B e DNMT3L, mediadoras nos
processos de metilacio. A DNMT1 mantém padroes de metilacio do DNA durante sua
replicagdo, mantendo os padrdes da fita original. A DNMT3A e DNMT3B mediam uma nova
metilacio do DNA por fim a DNMT3L atua como um co-fator singular na metilacdo dos
gametas expressos (HAGGARTY, 2015).

A metilacdo do DNA (Figura 2) € a marca epigenética mais conhecida, que envolve a

ligacdo de um grupo metil com o carbono 5 do anel de citosina. Ocorre principalmente em
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ilhas CpG resultando na inibicdo da transcricdo do gene, principalmente se ocorrer na regiao
promotora do mesmo (SCHUBELER, 2015; WISE; CHARCHAR, 2016).
Figura 2. Epigenética Metilacdo do DNA.

Metilagao de DNA

Modificagbes

r )) Nucleossomo

Metilagdo de
. DNA /

Fonte: Wise; Charchar (2016).

Estudiosos recentemente sugeriram que a metilacdo do DNA deve ser julgada como
uma forma mais dindmica, na qual estd determinada pela atividade local de DNA
metiltransferases (DNMTs), DNA desmetilases, e enzimas de replicacio do DNA, sendo vital
para diversos processos de desenvolvimento, através da regulacdo da expressdo do gene e
heranga epigenética (BIRD, 2002; JAENISCH; BIRD, 2003; GUO et al., 2015).

Segundo Kirchner et al. (2016), o aumento da glicdlise hepatica e da neo lipogénese
estdo relacionados a hipometilagio do DNA, uma vez que observou-se no figado de
individuos obesos que a hipometilacio do motivo de ligacio (ATF) do figado obeso
desbloqueia as vias glicoliticas e lipogénicas, onde hd uma elevada producdo de piruvato ndo
sendo utilizado para a produc¢do de ATP no ciclo do TCA, e por fim € convertido em &cidos
graxos. Tais fatores ativam a proteina quinase C que também sofre hipometilagdo. Sugerindo
assim que determinadas rotinas alimentares podem tornar em longo prazo o figado destes

individuos resistentes a insulina, desencadeando diabetes mellitus tipo 2 e esteatose hepatica.
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Alteracdes nos padrdes de metilacdo podem levar a altera¢des na regulagdo génica.
Baixos niveis de metilacdo do DNA (hipometilagdo) associam-se com a elevacao da atividade
do gene, enquanto que niveis elevados de metilacdo (hipermetilacdo) estdo associados com o
silenciamento génico (YU et al., 2015).

O silenciamento dos genes comumente estd associado a hipermetilacio de ilhas CpGs,
levando em consideracio que o epigendma pode ser modificado, estas alteracdes sdo
reversiveis, através de agentes hipometilantes como antioxidantes dietéticos naturais,
desmetilando ilhas CpGs, permitindo a expressido génica inclusive do MTHFR (KARACA et
al., 2016).

Price et al. (2016), ao avaliarem a metilacdo do DNA em tecidos humanos objetivando
esclarecer se havia uma relacdo entre defeitos do tubo neural com deficiéncia no ciclo do
metabolismo do carbono (processo que fornece uma unidade de carbono para metilagdo do
DNA), sugeriram que mecanismos como a expressdo génica e deficiéncia de vitaminas
envolvidas no metabolismo do carbono sdo linhas de investigacdes que podem fornecer pistas
quanto a etiologia do problema.

A relacdo entre modificacdes epigenéticas, incluindo a metilagio do DNA, no
desenvolvimento de doencas cronicas € cada vez mais evidente, elucidando o aumento destas
patologias dentre elas o diabetes, doencas cardiovasculares, doengas neurodegenerativas e
cancer. Sugere-se que a obesidade e suas complicacdes estejam ligadas a fatores externos
advindos de um ambiente denominado obesogénico, da microbiota intestinal e do
desequilibrio nutricional, acarretando em alteracdes epigenéticas que resultam no ganho de
peso (LOPOMO; BURGIO; MIGLIORE, 2016).

Volkov et al. (2016), destacaram a influéncia das interacOes genOmicas entre
modificagdes genéticas e epigenéticas e sua funcdo no metabolismo humano, identificando
relacdes metabodlicas intermediadas por metilacdo do tecido adiposo, entre o genétipo € o
fenotipo. Chegou - se a conclusdo que variantes genéticas podem causar efeitos sobre as
caracteristicas metabdlicas, devido alteracdes na metilacio do DNA no tecido adiposo
humano.

A obesidade é um dos fatores de risco para sindrome metabdlica e como forma de
prevencdo, os individuos em risco podem ser rastreados a partir do seu histérico familiar.
Uma vez que esta sindrome estd fortemente ligada ao estilo de vida, recomenda-se ainda
como forma de prevengdo o abandono de habitos ndo sauddveis, considerados como fatores

de risco ndo apenas para o individuo, mas também para os seus descendentes como por
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exemplo o tabagismo que contribui para o retardo intra-uterino e modificagdes epigenéticas

que podem levar a obesidade na fase adulta (HAN; LEAN, 2016).
2.2 Gene MTHFR

O gene MTHFR ¢ responsavel pela codificacdo da enzima metilenotetrahidrofolato
redutase (MTHFR) que participa da conversao da homicisteina em metionina e é fundamental
no metabolismo do 4cido folico. A atividade ineficiente da MTHFR acarreta a
hiperhomocisteinemia aumentando o risco de desenvolvimento de doengas cardiovasculares,
visto que esta disfuncdo enzimdtica afeta os vasos sanguineos e o coragdo (FROSST et al.,
1995; KLERK et al., 2002; MOLL; VARGA, 2015).

Quando ocorre a metilacdo na regido promotora do gene MTHFR, a expressdo do
mesmo € reduzida, prejudicando a produgcdo da enzima metilenotetrahidrofolatoredutase,
tendo como uma das consequéncias modificagcdes no metabolismo da homocisteina. Estas
alteracoes levam a uma série de variagdes patologicas (GE et al., 2015).

Dentre as alteragdes patoldgicas, hd evidéncias de que o aumento da metilacdo do
DNA do promotor do gene MTHFR ocorreu na andlise do sémen de homens com infertilidade
(ROTONDO et al., 2012), no DNA de tecidos de individuos com cancer (BOTEZATU et al.,
2013), em individuos com doencgas cardiovasculares e doencga renal (GHATTAS et al., 2014;
WEI et al., 2015) e no sangue placentdrio de mulheres com pré-eclampsia (GE et al., 2015).

Alteracdes no gene MTHFR, assim como nas proteinas DNMT tém sido associadas ao
estado epigenético, uma vez que este codifica fatores que controlam processos epigendmicos,
desempenhando diversas fungdes biologicas (HAGGARTY, 2015).

Sabe-se que ndo sdo apenas as mutagdes (polimorfismos) dos genes envolvidos no
metabolismo do folato, dentre eles 0o MTHFR, que contribuem para a instabilidade metabdlica,
genOmica e para o surgimento de diversas doengas, mas também as alteracOes epigenéticas
(metilag@o), contribuem para modificacdes no epigendma (COPPEDE et al., 2016).

Em estudos nutricionais e epidemioldgicos observa-se que a deficiéncia de folato e
vitamina B12, levam a diminuicdo da remetilacio de homocisteina a metionina, elevando os
niveis de homocisteina (POMILIO et al., 2016).

Modificacbes no metabolismo do folato (Figura 3) podem levar a deficiéncias
congénitas, doengas cardiovasculares, osteoporose e cancer. Além do que o folato é essencial
na sintese do DNA e participa das reacdes de metilacdo. Por estes motivos é necessario que

haja uma regulamentacdo precisa e mecanismos de adaptacdo destas complexas reacoes,
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essenciais para conversao do folato dietético em suas formas ativas (ORTBAUER et al.,

2016).

Figura 3. Metabolismo do folato.
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Fonte: Sharp; Little (2004), ilustrado por Lisboa (2016).

O folato esta relacionado aos niveis de expressdao génica, cuja ingestdo insuficiente
aumenta a probabilidade de instabilidade gendomica (MACFARLANEAS et al., 2015). Os
padrdes dietéticos vém mudando rapidamente e substancialmente, trazendo consigo
consequéncias como alteragdes epigenéticas, que podem acarretar em danos a saude da
geracdo atual como também das geragoes futuras. (HAGGARTY, 2015).

Para que ocorra a conversdao da homocisteina em metionina € necessario o auxilio de
cofatores como vitamina B6, B12 e folato, do contrario, havendo um déficit destas vitaminas,
a conversdo nao ocorre, acarretando em niveis séricos de homocisteina elevados (MOLL;
VARGA, 2015).

O folato tem um importante papel no bom funcionamento da metilenotetrahidrofolato

redutase (MTHFR), uma vez que a mesma necessita desta vitamina para catalisar a reacao que

produz 5-metili-tetra-hidrofolato, por metaboliza¢do do 5,10-metilenotetrahidrofolato (Figura
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4). O 5-metilenotetrahidrofolato doa um grupo metilo para a conversdo de homocisteina em
metionina numa reagao catalisada pela metionina redutase. Sendo a metionina a precursora da
metionina S-adenosil, que por sua vez atua como doador de grupo metilo para a maioria das
reacoes biologicas de metilagdo, como a metilagio do DNA (PARK et al, 2012;
PEEDICAYIL, 2012; SHORTER; FELDER; VRANA, 2015).

Figura 4. A homocisteina (Hcy) / ciclo da metionina.
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Fonte: Dell'edera et al. (2013).

A hiperhomocisteinemia moderada (15-30 nmol / L) geralmente reflete na via de
remetilacdo prejudicada. As possiveis causas associadas incluem deficiéncia de 4cido fdlico,
vitamina B12 ou disfun¢do no gene MTHFR (ZHOU; ZHANG:; XU, 2014).

Devlin et al. (2004), concluiram que a hiperhomocisteinemia em ratos, induzida por
dieta estd associada com a diminui¢do da capacidade de metilacdo, estando de acordo com
observagdes em seres humanos que sdo homozigotos para o polimorfismo MTHFR 677C.
Concluiu-se que o polimorfismo do gene da MTHFR pode afetar os niveis de metilacio do
DNA (TURUNEN; AAVICK; YLA-HERTTUADA, 2009; GREISSEL; CULMES;
NAPIERALSK, 2015).

Corroborando com os achados de Dell'edera et al. (2013) onde os individuos que sio

homozigotos para o cédon 677 polimorfismo (TT) demonstram hipometilacio do DNA em
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leucdcitos do sangue periférico, sendo este resultado particularmente encontrado quando os
niveis de folato apresentaram-se baixos.

Recentemente, Xuefeng et al. (2016), objetivando esclarecer a relacdo entre
polimorfismo do gene MTHFR e o nivel de metilacdo do genoma, compararam o nivel de
metilacdo em linha-1 em diferentes gendtipos. Comprovando uma correlagdo entre estes
niveis e o polimorfismo MTHFR C6667T, demonstrando ainda que os niveis de metilagao do
genétipo TT e CT foram inferiores aos do gendtipo CC.

Ho et al. (2016) investigaram a articulagdo dos efeitos genéticos (polimorfismos) e
epigenéticos, ao avaliarem os polimorfismos DNMT3B ¢.26-1045G>T, MTHFR c.665C>T e
c.1286A>C e a metilagio do DNA de 66 e 28 locais CPG do DNMT3B e MTHFR,
respectivamente, que sdo associados ao risco de adenoma colorretal. Chegaram a conclusao
que nao houve associacdes significativas entre o polimorfismo do gene MTHFR e risco de
adenoma colorretal e que a média de representacdes da metilagdo do DNA dos referidos genes
também ndo foi associada com o risco de adenoma colorretal, onde apenas os niveis de
metilacdo do DNA no gene DNMT3B foram associados a um aumento da probabilidade de
adenomas colorretais.

Os estudos de variagdo genética humana referentes ao ciclo doador de metila tem em
grande parte o foco na metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) (ANDERSON et al.,
2013).

No estudo realizado por Morais et al. (2015), de cardter transversal com 115
adolescentes com sobrepeso e obesidade, ao investigarem possiveis ralacdes entre
polimorfismo no gene MTHFR (metilenotetrahidrofolato redutase), niveis de homocisteina,
acido folico, vitaminas B6 e B2 e perfil lipidico, observaram uma prevaléncia significativa de
hiperhomocisteinemia, alteracdes no perfil lipidico, bem como baixos niveis de vitamina B6.
Sendo a presenga do alelo T do MTHFR C677T um fator que influi nas concentracdes
plasmaticas de vitamina B6 e colesterol LDL.

Zhao et al. (2016), apresentaram um painel de estudos descrevendo eventos
epigenéticos correlacionados ao pds Acidente Vascular Cerebral Isquémico, incluindo os
mecanismos epigenéticos induzidos por Espécies Reativas de Oxigénio (ROS), e
Hiperhomocisteinemia (HHcY). O N-metil D-aspartato (NMDAR) é mediador do estresse
oxidativo relacionado a HHcY, fator chave para a regulacido epigenética da cadeia vascular

neural, apds o acidente vascular cerebral isquémico (DINIZ et al., 2016).
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A (figura 5) ilustra a juncdo de recentes pesquisas epigenéticas e a descoberta de
proteinas idénticas as histonas nas mitocOncrias e os autores sugerem novas € promissoras
dreas para a mito-epigenética, tendo em vista que esta organela desempenha um papel crucial
apos a lesdo isquémica decorrente da geracdo expressiva de ROS, que por sua vez danificam
as células neurais. Sendo assim a mito-epigenética relacionada com a HcY durante a isquemia
sugere ser uma area terapéutica promissora (ZHAO et al., 2016).

Figura 5. Representacdo esquemdtica dos mecanismos propostos de hiperhomocisteinemia

(HHcy) desencadeando modificacdes epigenéticas apds AVC.

s O
8}
"o
o
O
o0—90
O o0
o (== )
o a9
% =2 Hipermetilagio © g
o % Metilagio do mtDNA? dobNA &0
o 90 / S0
OO OO \ Mudangas na o Q OO
% expressiodos  Silenciamento O
OO () genes? dogene o° OO
AVE- Acidente Vascular Encefalico OO”' ”OOO OQO 48 OO
Avyi ) ‘ /o \
ONS- Oxido Nitrico !j‘»mtase . . OO 75 Q,OQOOOOOQOO \ Oo
mtDNMT- DNA metiltransferase mitocondrial o4 &L TIRUAL OOO
NMDAR- receptor N-Metil-D-aspartato 0006 0000 0%

Fonte: Zhao et al. (2016).

Alguns genes desempenham um importante papel frente a inflamacdo e ao estresse
oxidativo tais como, CDI14, Et-1, iNOS, HERV-w e TNFa. Sendo assim com base na avaliacdo
das alteragdes na metilacdo dos mesmos, induzidas por nutrientes da dieta, juntamente com
parametros sanguineos de colesterol total (CT), lipoproteina de alta densidade (HDL),
lipoproteina de baixa densidade (LDL), triglicerideos (TG) e homocisteina (HCY), os
pesquisadores sugerem uma associacdo positiva entre a metilacdo do gene TNFo com o
colesterol LDL, com a relagdo CT/ HDL e LDL/ HDL. Bem como a associa¢do positiva e
significativa entre metilagdo do HERV-w e ingestdo de [-caroteno e carotenoides,

componentes considerados antioxidantes (BOLLATI et al., 2014).
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O estresse oxidativo surge de um desequilibrio entre compostos oxidantes e
antioxidantes, decorrentes da geracdo excessiva de radicais livres ou em detrimento da
velocidade de remocdo dos mesmos. Tal processo leva a modificagdes oxidativas de
proteinas, lipidios e DNA que consequentemente conduz a perda de suas fun¢des bioldgicas e
desequilibrio homeostético, cujo resultado é o potencial dano oxidativo contra células e
tecidos (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004; QIHAN; XIAOHUA, 2015).

O estresse oxidativo participa da fisiopatologia de diversas doencas, incluindo a
diabetes, cancer, doencas cardiovasculares e doencas neurodegenerativas (DAWARE,;
PANDIT, 2012; ELAHI et al.,, 2014), podendo ser modulado através de mudancas nos
padrdes de metilacdo, que levam ao estado de obesidade (YARA; LAVOIE; LEVY, 2015).

Buscando haver uma provavel relacdo entre o estresse oxidativo e danos no DNA e
RNA, Cejvanovic et al. (2016), investigaram uma populacdo constituida de individuos do
sexo masculino, distribuidos em trés grupos. Destes 63 eram obesos hipertensos, 40 eram
obesos normotensos e 27 apresentavam-se magros € normotensos. A andlise foi feita a partir
da excrecdo urindria de 24 horas de marcadores de estresse oxidativo para o DNA e RNA, e
concluiram que a obesidade esta associada a danos no RNA, com niveis de oxidagdo
aumentados em 30%, ndo apresentando diferencas nos valores de estresse oxidativo para
DNA ou RNA nos individuos com ou sem hipertensao.

O sistema de defesa antioxidante tem como funcdo primordial, manter o processo
oxidativo dentro dos limites fisiol6gicos e passiveis de regulacdo, evitando que os danos
oxidativos se alastrem, sendo que os mecanismos de geracdo de radicais livres ocorrem,
principalmente, nas mitocondrias, membranas celulares e no citoplasma (BARBOSA et al.,

2010).

2.3 Estresse Oxidativo e Epigenética

O estresse oxidativo resulta de um desequilibrio entre a producdo de radicais livres e
substancias antioxidantes, culminando em alteragdes biomoleculares deletérias sobre
estruturas celulares tais como DNA, lipideos e proteinas. Tais alteracdes podem contribuir
para a patogénese de diversos problemas de satide como, por exemplo, doengas degenerativas,
processos inflamatdrios, doengas cardiovasculares podendo também levar a expressao
excessiva de genes envolvidos na fisiopatogénese do cancer (PISOSCHI; POP, 2015).

A mitocondria (Figura 6), é considerada a principal organela celular envolvida no

metabolismo oxidativo, nela atua uma variedade de enzimas que catalisam as etapas desse
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processo. Em resposta a cada uma dessas etapas hd a formacdo de subprodutos que, em
grande parte tém efeitos benéficos. A menor parte desses subprodutos que corresponde
aproximadamente a 5%, quando em altas concentracdes podem ser toxicos para as células.
Quando ocorre o transporte de elétrons na mitocondria o oxigénio € reduzido, gerando
espécies reativas de oxigénio (EROS), denominadas anion superdxido (O2’), peréxido de

hidrogénio (H20>) e radical hidroxila (OH ") (SILVA; JASIULIONIS, 2014).

Figura 6. MitocOndria, organela celular.
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Fonte: http://www.ebah.com.br/content/ABAAAAFqUAD/principais-organelas.

Lane et al. (2014), induziram quimicamente o estresse oxidativo de espermatozoides
em modelos animais, através da exposicdo do esperma a 1.500 uM de H:»0, objetivando
investigar se essa exposi¢do era prejudicial a saide do embrido, se gerava complicagdes
durante o periodo gestacional e se afetava a satide da prole. Concluiram que o tratamento do
esperma com o H>O2 gerou um déficit no desenvolvimento embriondrio, sendo mais notdvel
na prole do género feminino. Como também, ganharam significativamente mais tecido
adiposo e tornaram-se intolerantes a glicose, quando comparadas com a prole controle.

As espécies reativas de oxigénio (ROS) e reativas de nitrogénio (RNS) possuem niveis
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elevados de reatividade, podendo desempenhar dupla fun¢do bioldgica ocasionando efeitos
benéficos ou prejudiciais aos sistemas viventes.Contudo existem mecanismos antioxidantes
enzimdticos € ndo enzimdticos atuantes na eliminacdo dos efeitos deletérios das ROS
(SUZEN; GURER-ORHAN; SASO, 2017).

O sistema enzimdtico inclui as enzimas seperéxido desmutase (SOD), glutationa
peroxidase (GPX) e catalase (CAT). Estas enzimas estdo envolvidas em mecanismos de
prevengdo, controlando e impedindo a formacdo de radicais livres e a ocorréncia de danos
oxidativos (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004). Ja o sistema ndo enzimatico inclui os
compostos de origem dietética com destaque para: vitaminas, minerais € compostos fendlicos
(PRASAD et al., 2007).

O desequilibrio homeostatico entre 0os mecanismos de geracdao de radicais livres e a
acdo dos agentes do sistema de defesa antioxidante contribuem para a formacado de peréxidos
e radicais livres. A producdo de peroxidos e radicais livres geram comprometimentos na
fisiologia e funcdo celular, o que implica em alteracdes genéticas podendo levar ao
surgimento de doengas cronicas ndo transmissiveis tais como céncer, diabetes, fibrose cistica
e doencgas cardiovasculares, como também a sindrome metabdlica (YARA; LAVOIE; LEVY,
2015).

A proteina reguladora do estresse oxidativo (p53) participa da  estabilidade do
sistema redox, sendo regulada por alteragdes trancricionais, de tradugdo, eventos envolvendo
mRNA e modificagdes pds- traducionais como metilagdo, fosforilagdo e acetilacdo. Estes
mecanismos poés-traducionais aliados a outros fatores que se ligam a p53, ajudam na sua
modulagdo e estabilidade. Dependendo da ocorréncia destes eventos a pS3 pode diminuir ou
aumentar os niveis de estresse oxidativo, considerando assim um fator de impacto sobre o
controle ou progressdo da obesidade, sindrome metabdlica e diabetes (SPAHIS; BORYS;
LEVY, 2017).

Niveis elevados de espécies reativas de oxigénio (ROS), quando excedem a
capacidade antioxidante desencadeiam o estresse oxidativo, que por sua vez estd envolvido
nas diversas e principais etapas da carcinogénese. A epigenética, assim como o estresse
oxidativo, exerce influéncia significativa no surgimento do cancer através da metilacdo do
DNA, modificacdes de histonas pos-traducdo e alteragdes pds-transcricdo mediadas por
miRNA (LI et al., 2016).

Segundo Mahalingaiah; Ponnusamy; Singh, (2016), alteracdes epigenéticas nos

mecanismos de metilacio do DNA desempenham um importante papel no desenvolvimento



29

de cancer renal. Por se tratar de mecanismos reversiveis, compreender a regulacdo epigenética
na transformacdo das células epiteliais renais, servird para elaborar estratégias de prevengao,
assim como para tratar nos estagios inicias o carcinoma de células renais.

Os estudiosos acima citados objetivaram avaliar o papel das alteracOes epigenéticas na
transformacdo maligna induzida pelo estresse oxidativo em culturas celulares in vitro, bem
como em modelos animais. Através da andlise de alteracdes na expressdo de genes envolvidos
na metilacio do DNA destas células, por meio da PCR quantitativa em tempo real,
observaram um aumento estatisticamente significativo na expressio do DNMTI,
DNMT3a e MBD4 em células alteradas OT-HK2-2 e células adaptadas ao estresse oxidativo
AO-HK-2.

Alguns componentes dietéticos como por exemplo os polifendis funcionam como
quimioprotetores e moduladores epigenéticos, invertendo e prevenindo alteracdes no
epigenoma, inerentes ao cancer, segundo resultados encontrados em um painel de estudos.
Concluindo que a via desintoxicante mediada pelo fator de transcri¢do nuclear 2 (Nrf2), pode
sofrer intervengdes epigenéticas de inativacdo, assim como outros genes que atuam na
prevencdo do cancer, contudo os fitoquimicos tém a finalidade de modular mecanismos
epigenéticos e ativar o fator Nrf2 (LI et al., 2016).

Os biomarcadores utilizados para avaliar o estresse oxidativo in vivo, cada vez mais
nos ultimos anos t€m sido alvo de interesse de diversos pesquisadores, tendo em vista o
importante papel que desempenham no que diz respeito ao estilo de vida, na génese de
enfermidades e na avaliacdo de diferentes tratamentos. O fato de que os radicais livres sdo
biomoléculas que possuem meia-vida curta (da ordem de poucos segundos), sua medi¢ao in
vivo € encarada como sendo um procedimento desafiador. Em contrapartida os derivados de
oxi radicais (peréxido de hidrogénio ou hidroperéxido de lipideos) sdo considerados estaveis
e com meia-vida longa podendo ser medidos e monitorados repetidamente (CZERSKA et al.,
2015).

Alguns biomarcadores sdo utilizados rotineiramente em investigacdes clinicas para
medir o estresse oxidativo, dentre eles o malondialdeido (MDA) e capacidade total de
antioxidante (CAT) (KHOUBNASABJAFARI; ANSARIN; ABOLGHASEM, 2016).

A capacidade antioxidante total (CAT) resulta da soma de antioxidantes enddgenos e
exogenos, fornecendo um panorama completo da capacidade antioxidante. Tornando-se um
marcador bioquimico de grande importincia quando comparado com pardmetros

antioxidantes individual, tendo em vista que os antioxidantes tém acdo simultanea sist€émica
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no combate aos danos oxidativos causados por radicais livres (RANI; MYTHILI, 2014).
Diferentes abordagens sdo utilizadas para determinar a CAT, sao elas espectrofotometria, em
nosso caso, espectroscopia de quimioluminescéncia, a espectroscopia de fluorescéncia, e
técnicas cromatograficas relacionada (TIRAWATTANAKOSON et al., 2016).

O CAT € um dos marcadores do estresse oxidativo mais utilizados para avaliar o
equilibrio radical-antioxidante, a partir da andlise de um substrato oxiddvel como por exemplo
plasma, saliva, sémem, lipidios e sondas fluorescentes, com um oxidante, a fim de se obter
um nivel maximo de oxidagdo, seja na auséncia ou na presenga da amostra antioxidante a ser
avaliada. O grau da inibi¢do oxidativa ird definir o quantitativo da amostra antioxidante que
oferece um determinado grau de protecdo. A CAT € aplicada ainda em bebidas, alimentos e
diversos produtos bioldgicos (FRAGA; OTEIZA; GALLEANO, 2013).

A capacidade antioxidante total é utilizada para medir a taxa de reducdo de ferro
(Fe3+) em sua forma ferrosa (Fe2+), na presenca de antioxidantes. Se houver aumento da
capacidade intrinseca de absor¢do, indica também um aumento da capacidade antioxidante.
Desta forma um estudo de caso-controlo foi realizado buscando estabelecer uma associagcao
entre o selénio, estresse oxidativo e composi¢do corporal em individuos recém descobertos
com DM2 (Diabetes tipo 2) e um grupo controle saudavel, onde utilizaram a CAT como
biomarcador do estresse oxidativo (OTHMAN et al., 2016).

Os estudiosos acima descritos concluiram que quanto a composi¢do corporal 0 menor
IMC, CC, gordura visceral e estado de gordura corporal foram observados no primeiro tercil
de selénio plasmatico (38,65-80,90 g / L), ja em relacdo aos danos oxidativos ao DNA, no
segundo tercil de selénio foram significativos nos pacientes com DM2, por fim o estado de
estresse oxidativo apresentou-se menor no primeiro tercil de selénio em ambos os grupos.

Estudiosos investigaram a influéncia de variagdes epigenéticas nos niveis de
marcadores do estresse oxidativo relacionados ao desenvolvimento de doencgas
cardiovasculares e diabetes mellitus 2, através da andlise da metilacio do DNA em células
sanguineas e de dez marcadores do estresse oxidativo, dentre estes a capacidade antioxidante
total. Mapearam o genoma de 966 individuos na faixa etdria dos 70 anos, participantes de uma
coorte prospectiva e observaram 66 sitios citosina-guanina associados com um ou mais
marcadores do estresse oxidativo (HEDMAN et al., 2016).

Com base nos estudos acima descritos a metilacio do DNA em nove CPGs foi
significativamente associada aos niveis de homocisteina, havendo ainda associacdo entre os

padrées de metilacdo e glutationa total (TGSH) e glutationa reduzida (GSH), 18 e 25 CPGs
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significativos, respectivamente. J4 em relagdo a capacidade oxidante total, neste caso, nao
houve associagdo significativa.

O malondealdeido (MDA) € considerado um marcador determinante do estresse
oxidativo, amplamente utilizado devido a elevada reatividade e toxicidade. Amplamente
utilizado em situacdes clinica sendo uma biomolécula importante e util em investigacdes
biomédicas (AYALA; MUNOZ; ARGUELLES, 2014).

O MDA ¢é uma molécula de aldeido de baixo peso, trata-se de um produto
intermedidrio da peroxidagdo lipidica, utilizado com bastante frequéncia como um marcador
na formacao de radicais livres (ONCUL et al., 2017).

Mostafa et al. (2016), investigaram a relacdo de Mirna seminal, marcadores
apoptoticos seminais e estresse oxidativo em 220 individuos, agrupados da seguinte forma
normozoospermico  (n°52), normozoospermico  fértil com  varicocele  (n°43),
oligoastenoteratozoospermia inférteis sem varicocele (n°62) e oligoastenoteratozoospermia
inférteis com varicocele (n° 63). A expressdao de miRNAs foi realizada usando o método de
PCR quantitativa em tempo real. Constaram que a expressdo do miRNA -122 seminal,
miRNA-181 e miRNA- 34c5, da enzima glutationa peroxidase (GPx) e da proteina BCL?2
considerada um marcador apoptdtico, foi significativamente reduzida enquanto que o MDA
seminal e a enzima BAx marcador apoptdtico apresentaram-se significativamente aumentadas
em homens oligoastenoteratozoospermia inférteis com varicocele, quando comparados aos
demais grupos.

Estudiosos sugerem que o desequilibrio do sistema antioxidante resulta no estresse
oxidativo levando a infertilidade masculina. Desta forma objetivou-se identificar clinicamente
o estresse oxidativo no sémem e em fracoes do DNA espermdtico, a fim de elaborar
estratégias de tratamento da infertilidade masculina. Os participantes foram divididos em dois
grupos, homens férteis e inférteis, submetidos a andlise dos pardmetros espermaticos,
peroxidacdo lipidica e atividade de enzimas antioxidantes (DOROSTGHOAL et al., 2017).

Com relagdo aos resultados do estudo descrito acima os niveis de malondialdeido no
plasma seminal foram significativamente maiores nos pacientes, quanto a atividade de
superdxido dismutase e glutationa peroxidase no plasma seminal, foram significativamente
menores nos homens inférteis. J4 os fragmentos de DNA mostraram-se maiores em homens
inférteis e significativamente correlacionados com os niveis de MDA e SOD e GPx

Hernandez-Trejo et al. (2017), avaliaram biomarcadores do estresse oxidativo, a

atividade de enzimas envolvidas e sua relacdo com os niveis de citocinas em mulheres
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gravidas eutrdficas, com sobrepeso, obesidade, bem como diabéticas e ndo diabéticas
estendendo a avaliacdo aos seus respectivos neonatos. Concluiram que niveis plasmaéticos
elevados de MDA materno foi associado a niveis mais elevados de interleucinas (IL-6 e IL-7)
na prole. Os marcadores de estresse oxidativo divergiram entre os da made e dos filhos,
influenciando nos niveis de citocinas e predisposi¢do ao estresse oxidativo e programagao
imunolégica no metabolismo fetal, além do que a obesidade, diabetes e estresse oxidativo

materno representou um efeito negativo no crescimento fetal.
2.4 Niveis Glicémicos e Genética

Quando ocorre a metilacdo na regido promotora do gene MTHFR, a expressao do
mesmo € reduzida ou inibida, tendo como uma das consequéncias modificagcdes no
metabolismo da homocisteina. Estas alteracdes podem desencadear uma série de variagdes
patologicas (GE et al., 2015).

Estudiosos avaliaram a relacdo do polimorfismo 677CT do gene MTHFR com niveis
sanguineos de homocisteina, taxa de filtracdo glomerular e diabetes de inicio em uma coorte
com 2.422 individuos ndo diabéticos. Neste estudo o diabetes de inicio (NOD) foi definido
como glicemia plasmdtica em jejum > 126 mg/dl, onde o gendtipo TT foi fortemente
associado ao desenvolvimento do NOD em mulheres com maior indice de massa corporal e
baixos niveis de HDL-C (QIN et al., 2015).

Pesquisadores vém correlacionando polimorfismos do gene MTHFR com o risco para
diversas patologias dentre elas o cancer, doengas cardiovasculares e diabetes de inicio
(BRADSHAW et al., 2015; LIEW; GUPTA, 2015; QIN et al., 2015), mas a relagdo entre os
niveis de metilacio do gene em estudo com alteragdes glicémicas, ainda é pouco
compreendida.

A glicemia de jejum € obtida através de um exame realizado apds um jejum de pelo
menos 8 horas sem que haja o consumo de qualquer alimento ou bebida. Os valores de
referéncia da glicemia em jejum sdo: normal (< 110mg/dl), prediabetes (110mg/dl —
125mg/dl) e diabetes (> 126mg/dl) (ADA, 2017).

Niveis glicémicos elevados sdo causados por resisténcia ou producgdo insuficiente de
insulina, podendo levar a diversos agravos a saude tais como, doencas cardiovasculares,
insuficiéncia renal, amputacdo de membros, morte prematura e depressao (WHO, 2016).

Alguns fatores genéticos, como a metilagdo do DNA, exercem influéncia na expressiao

génica levando a suscetibilidade a hiperglicemia e doengas correlacionadas (WANG et al.,
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2010). A exposicdo prolongada a altos niveis de glicose sanguinea pode afetar as assinaturas
epigendmicas, desencadeando mudangas significativas na metilacdo do DNA de células alvos
em todos os 6rgdos simultaneamente (JEON et al., 2017).

Pinzon-Cortesl et al. (2017), ao compararem a metilacao e hidroximetilacdo do DNA
em células sanguineas e a expressdo génica em importantes tecidos envolvidos no contexto
patolégico de individuos com DM2 controlados com um grupo controle sauddveis,
observaram que os niveis de metilacdo e hidroximetilagio do DNA mostrou-se aumentados
no grupo dos DM2 descompensados, sendo correlacionados com a porcentagem de
hemoglobina glicada, indicando impacto diretos da hiperglicemia nestas alteracoes.

Levando em consideracdo que as alteracOes epigenéticos como a metilacao do DNA
pode ser um dos mecanismos que avaliam a relacdo entre as exposi¢cdes ambientais € o
desencadear de diversas patologias, Soriano-Térraga et al. (2015), tiveram como objetivo
identificar novos sitios CPGs metilados associados a niveis glicémicos alterados e diabetes
melittus, de tal modo que constataram uma associacdo entre o gene TXNIP e hiperglicemia,
através de fatores epigenéticos.

Sendo assim, evidéncias atuais sugerem a potencial relacdo entre mecanismos
epigenéticos e alteracdes glicémicas, uma ligacdo entre a predisposicdo genética e influéncias
dos fatores ambientais. No entanto as evidéncias  sdo limitadas, sugerindo a necessidade de

maiores investigacdes para determinar essas influéncias (MUKA et al., 2016).
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3 ABORDAGEM METODOLOGICA
3.1 Caracterizacao do estudo

Trata-se de um estudo de cardter transversal vinculado a uma pesquisa de base
populacional intitulado “II Ciclo de Diagnoéstico e Intervencdo da Situacdo Alimentar,
Nutricional e das Doencas nao Transmissiveis mais Prevalentes da Populacdo do Municipio
de Jodo Pessoa/PB” (I DISANDNT/PB) (COSTA et al., 2014/2016), financiado pela
FAPESQ/MS/CNPQ, aprovado através do edital 001/2013, que foi conduzida no periodo de
maio de 2015 a maio de 2016 gerando um banco de dados representativo da populaciao das
zonas leste e oeste de Jodo Pessoa para todas as faixas etdrias e niveis socioecondmicos. Para
tanto foram preenchidos formuldrios contendo informagdes sobre as caracteristicas
socioecondmicas, demogréficas e epidemioldgicas, hdbitos de vida, consumo alimentar
através de recordatorios alimentares, dados de avaliacio antropométrica e exames

hematoldgicos e bioquimicos.
3.2 Questoes éticas

O protocolo de pesquisa do II DISANDNT/PB, ao qual estd vinculado o presente
trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias
da Saidde (CCS) da UFPB, sob o protocolo n° 0559/2013, segundo as normas éticas para
pesquisa envolvendo seres humanos, constantes da Resolucdo 466, de 12 de dezembro de
2012 do Conselho Nacional da Sadde/Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (ANEXO A).

ApOs a identificacdo das quadras sorteadas do municipio de Jodo Pessoa e posterior
identificacdo dos domicilios, os pesquisadores apresentaram-se aos moradores, relatando o
objetivo do estudo e solicitando a participagdo na pesquisa, sendo respeitadas as diretrizes
éticas que regem as pesquisas com seres humanos. Para que fosse vdlida a participagdo dos
individuos residentes nos domicilios selecionados, estes deram o seu consentimento mediante

a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICE A).
3.3 Populacao e amostra

Para realizacdo da presente dissertacdo, estudo inédito de base populacional,
representativo de adultos das zonas Leste e Oeste do municipio de Jodo Pessoa, constatou-se
que esta populacao € superior a 10.000 habitantes, conforme dados do Censo Demografico do

IBGE em 2010, e a fracdo amostral € menor que 5%, ndo sendo necessario o fator de correcao
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de populagdo finita. Assim, a defini¢do da amostra minima necessdria para que os estimadores
dos parametros populacionais tenha um nivel de confiabilidade de 95% (que equivale a um
valor critico tabela, Zy/, de 1,96) foi feita utilizando o seguinte procedimento de calculo
(BOLFARINE; BUSSAB, 2005):

A2 72
ot = o Za/2
=z

Logo:

. 2.601,93% x 1,962

3322 ~ 236

n

em que: n* é o menor tamanho que pode ter uma amostra para que a estimativa apresente ao
nivel de 95% de confianca um desvio igual ou inferior ao erro tolerado (E); o erro maximo
(E) admitido é de 15% do valor médio da renda dos adultos das zonas leste e oeste obtidos
pelo “Primeiro ciclo de diagndsticos e intervencdo da situagdo alimentar, nutricional e das
doencas ndo transmissiveis mais prevalentes da populacdo do municipio de Jodo Pessoa/PB -
I DISANDNT/JP”( 07/2008-01/2010); 6 = desvio-padrdo do valor da renda dos adultos das
zonas leste e oeste da cidade obtido no “Primeiro Ciclo de Diagnosticos e Intervencdo da
Situacdo Alimentar, Nutricional e das Doeng¢ds Cronicas ndo Transmissiveis mais Prevalentes
da Populagdo de Municipio de Jodo Pessoa/PB” (I DISANDNT/JP).

Considerando que a média da renda dos individuos adultos das zonas leste e oeste
foram obtidas dos dados do I DISANDNT/JP (07/2008-01/2010), que foi de R$ 2.213,26,
com desvio padrao de R$ 2.601,93 e margem de erro de R$ 3320,00 na renda, a amostra
minima de adultos em Jodo Pessoa nas zonas leste € oeste estatisticamente representativa com

o nivel de confianca de 95% seria de 236 adultos, sendo a amostra total desta dissertacdo de

265 adultos.
3.3.1 Critérios de inclusao

e Individuos de faixas etarias entre 20 — 59 anos;
e Individuos de diferentes condi¢cdes socioecondmicas;
e Individuos usuarios ou niao de medicamentos;

3.3.2 Critérios de exclusdo

e Individuos com diagndstico de distirbios neuropsiquidtricos;
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e Individuos usudrios de suplemento de polivitaminicos, minerais, anorexigenos e
anabolizantes;

e Gestantes e lactentes

3.4 Protocolo amostral

A amostra representativa dos individuos adultos foi selecionada nas regides leste e
oeste do municipio de Jodo Pessoa com base em informagdes fornecidas pela prefeitura, como
mapa do municipio, nimero de quadras por bairro (Figura 8) e dados do Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE, 2010).

O célculo da casuistica foi baseado em um procedimento amostral tinico, composto em
niveis. Devido a presenca de heterogeneidade sobre a varidvel "renda" e a relag@o existente
entre renda, prevaléncia de doencas e nutricdo (KAC et al., 2007), utilizou-se uma
amostragem estratificada (COCHRAN, 1953) sobre as quadras, em um primeiro nivel. Neste,
classificou-se os bairros das Zonas leste e Oeste do municipio por classe de renda em 4
estratos, segundo informagdes obtidos junto ao IBGE, (2010). Os critérios utilizados para a
estratificacdo encontram-se no quadro 1 e a estratificacdo dos bairros por renda com desvio

padrdo e peso de cada estrato observa-se no quadro 2.

Figura 7. Mapa utilizado no sorteio de quadras, Jodo Pessoa/PB.

Fonte: Prefeitura Municipal de Jodo Pessoa/PB (foto do bairro de uma das regides estudada).
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Quadro 1. Critérios para estratificacdo final da amostra.

CRITERIOS PARA ESTRATIFICACAO FINAL (4 ESTRATOS)
ESTRATIFICACAO (4 ESTRATOS)

Até 2,5 salarios minimos™* Estratol: bairros de até 2,5 saldarios minimos

Até 5 salarios minimos Estrato2: bairros de 2,5 até 5 salarios minimos

Até 10 salarios minimos Estrato 3: bairros de 5 até 10 saldrios minimos
Maior que 10 saldrios minimos Estrato 4: bairros com mais de 10 saldrios minimos

Fonte: II DISANDNT/JP, 05/2015-05/2016. *O valor do saldrio minimo foi de R$510,00, de acordo com o
Ministério do Trabalho e Emprego (2010).

ApOs a estratificacdo calculou-se o tamanho da amostra com base no calculo proposto
por COCHRAN (1953), para amostras estratificadas, ou seja, o n de quadras representativas

por zona utilizando a férmula abaixo:

(Zﬁ:l Who-h)z
n=———,—
ez

e = B/z é amargem de erro aceita, sendo B o erro maximo desejado.
e H é o nimero de camadas que dividimos a amostra e h € um indice que se
refere a um estrato concreto.

e 0y € o desvio padrdo da varidvel-objeto em cada estrato h.

e Wh € o peso que o estrato tem na amostra (tamanho do estrato a respeito do
total da amostra). Se falamos sobre amostra estratificada proporcional, cada
Wh € igual a propor¢io que esta camada representa na populacdo. Se falamos
da amostra estratificada 6tima, cada Wh se calcula em func¢do da dispersdao

dentro de cada camada.

Apé6s a obtengdo do tamanho da amostra foi calculado o peso de cada estrato,
denotado pelo simbolo Wh distribuindo a amostra proporcionalmente, conforme quadro 4,
onde obteve-se o n de quadras por zona de acordo com seu estrato. Para obter o peso de cada

estrato utilizou-se a seguinte féormula (SILVA; MORAES; COSTA, 2009):
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Assim, pode-se calcular a amostra por zona (quadro 3):
nh =whn

Quadro 2. Estratificacdo dos bairros por renda com desvio padrio.

Zona Estrato Quadras Totais Bairros Sh Wh
LESTE 2 177 2 101.1163 0.0196165
LESTE 3 402 5 14.7309 0.0445528
LESTE 4 1083 9 83.1941 0.1200266
OESTE 1 569 4 92.3594 0.0630611
OESTE 2 5717 3 145.5690 0.0639477
OESTE 3 153 1 0.0000 0.0169567

' De acordo com o IBGE (2010). Fonte: I DISANDNT/JP, 05/2015-05/2016. Abreviagdes: Sh: desvio — padrao/
Wh: peso de cada estrato.

Quadro 3. Célculo da estimativa do tamanho da amostra, por zona.

Zona Quadras Totais | Bairros Sh Wh Numero de quadras
por Zona

LESTE 177 2 101.1163 0.0196165 7

LESTE 402 5 14.7309 0.0445528 14
LESTE 1083 9 83.1941 0.1200266 38
OESTE 569 4 92.3594 0.0630611 20
OESTE 577 3 145.5690 0.0639477 20
OESTE 153 1 0.0000 0.0169567 6

Fonte: II DISANDNT/JP, 05/2015-05/2016. Abreviacdes: Sh: desvio — padrao/ Wh: peso de cada
estrato.

Como observa-se no quadro 2, na zona leste nenhum bairro se enquadrou no estrato 1
e na zona oeste nenhum bairro se enquadrou no estrato 4.
Assim, o total de bairros que foram visitados correspondentes as zonas leste e oeste do

municipio de Jodo Pessoa foi de 24, totalizando 2961 quadras, com uma estimativa de visitas
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em 105 quadras (Quadro 3). Apds definido o nimero de quadras a serem amostradas para
cada bairro (Quadro 4), realizou-se o sorteio das mesmas, para tanto fez-se necessario o mapa
do municipio com as quadras numeradas, gerando nimeros aleatérios com distribui¢do
uniforme, utilizando um gerador de numeros pseudoaleatérios, no software Core R
Development Team (2006) para o sorteio.

A quadra sorteada serviu de referéncia para a sele¢cdo dos domicilios a serem visitados,

ou seja, todos os domicilios das quadras sorteadas foram visitados.

Quadro 4. Amostra de quadras por bairro, nimero de quadras sorteadas por bairro e zonas
visitadas.

BAIRRO ESTRATO NUMERO DE ZONA
QUADRAS
SORTEADAS

PONTA DO SEIXAS 4 1 LESTE
PENHA 2 1 LESTE
AEROCLUBE 4 4 LESTE
BESSA 3 6 LESTE
JD. OCEANIA 4 12 LESTE
PORTAL DO SOL 4 2 LESTE
TAMBAU 4 2 LESTE
TAMBAUZINHO 4 2 LESTE
CABO BRANCO 4 4 LESTE
ALTIPLANO 3 2 LESTE
MANAIRA 4 9 LESTE
MIRAMAR 4 4 LESTE
SAO JOSE + BRISAMAR+ JOAO 3 6 LESTE
AGRIPINO

CASTELO BRANCO 2 4 LESTE
TRINCHEIRAS 2 3 OESTE
ALTO DO MATHEUS 1 5 OESTE
OITIZEIRO 1 10 OESTE
VARJAO 1 2 OESTE
CRISTO REDENTOR 2 10 OESTE
CRUZ DAS ARMAS 2 7 OESTE
JAGUARIBE 3 6 OESTE
ILHA DO BISPO 1 3 OESTE

Fonte: II DISANDNT/JP, 05/2015-05/2016.

O nimero de quadras, observado no Quadro 3, foi arredondado de forma que a soma
das quadras de cada estrato nao fosse inferior ao obtido anteriormente (105 quadras), de modo
a preservar a significincia adotada de 0,05. Observa-se também que alguns bairros estdo
juntos, pois foi seguida a divisdo utilizada nos mapas da Prefeitura do Municipio de Jodo

Pessoa. Apds conclusio do procedimento de campo foram computados os ndmeros de



quadras visitadas e o nimero de domicilios visitados, conforme figura 9 e 10.

As equipes treinadas, apds reconhecerem a quadra sorteada, foram instruidas a
selecionar todos os domicilios da quadra a serem visitados.

As quadras que ndo apresentaram residéncias, as residéncias em que os responsiveis
ndo aceitaram participar da pesquisa e a quantidade de individuos que ndo aceitaram

participar nas residéncias sorteadas foram computadas e realizado um novo sorteio de quadras

aleatoriamente, de modo a minimizar perdas.

Em cada residéncia sorteada todos os individuos, adultos na faixa etaria entre 20 — 59
anos, foram convidados a participar da pesquisa por meio de aplicacdo dos questionérios de

caracterizacdo socioecondmica e demografica, caracterizagdo epidemioldgica, avaliacdo do

consumo alimentar, antropometria, avaliagdo bioquimica e marcas epigenéticas.

Figura 8. Diagrama dos cdlculos para defini¢do da amostra da Zona leste do municipio de

Joao Pessoa.
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Figura 9. Diagrama dos cdlculos para definicdo da amostra da Zona oeste do municipio de

Joao Pessoa.
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1

v ki ¥
Exclus3o por criterios Exclus3o por critérios Exclus3o por critérios
metodologicos: 98 metodologicos: 03 metodologicos: 02
individuos que n3o Individuos que nio Individuos que n3o
autorizaram o exame concluiram o realizaram a avaliacdo
bioguimico I Recordatérlio 24h nutricional
v

Total de individuos adultos representativos selecionados
para o presente objetivo do estudo =72

3.5 Coleta de dados

As visitas domiciliares e a aplicacdo dos questiondrios da pesquisa foram
realizadas por equipes de pesquisadores graduandos do Curso de Nutri¢do, mestrandos e
doutorandos do Programa de Pd6s-Graduacao em Ciéncias da Nutricdo (PPGCN) da UFPB,
devidamente treinados previamente ao inicio da coleta de dados e apds realizacdo do estudo

piloto, seguindo o protocolo descrito na figura 11.
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Figura 10. Fluxograma da coleta de dados.
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3.6 Avaliacdo antropométrica

As medigOes de peso e altura foram realizadas em triplicado, e utilizou-se a média dos
trés valores. A Organizagdo Mundial da Saide (OMS) recomenda os seguintes pontos de
indice de massa corporal de corte para classificar o estado de peso em adultos de 20 a 59 anos

de idade: <18,5 kg / m? (baixo peso), 18,5-24,9 kg / m? (peso normal), 25.0- 29,9 kg / m?
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(excesso de peso), 30.0-39.9 kg / m? (obesidade), e >40 kg / m? (extremamente obesas)
(WHO, 2000).

Os indicadores utilizados para determinar o estado de obesidade abdominal foram
circunferéncia da cintura e relagdo cintura / quadril (RCQ). A Associacdo Americana do
Coracdo recomenda pontos de corte da circunferéncia da cintura de determinagdo do estatuto
da obesidade abdominal como >102 cm em homens e >88 ¢cm em mulheres (GRUNDY;
CLEEMAN; DANIELE, 2005). E para a OMS o estado de obesidade abdominal pode ser
identificado como um RCQ de> 0,90 em homens e> 0,85 em mulheres (WHO, 1999).

3.7 Avaliacido do consumo alimentar

A avaliacdo do consumo alimentar foi realizada utilizando o Recordatério 24 Horas
(R24h). Este inquérito alimentar foi aplicado tré€s vezes no intervalo de quinze dias, tendo sido
contemplado um dia do final de semana. Para preenchimento do R24h, os individuos
referiram dados que incluem: hora, identificacdo do alimento ou bebidas consumidas; as
caracteristicas detalhadas dos alimentos como o tipo, ingredientes que compdem as
preparacdes, marca, forma de preparo e identificacdo da quantidade consumida, de acordo
com o tamanho da por¢do e medidas caseiras.

Com o auxilio de dlbum de desenhos de alimentos com medidas caseiras nas trés
dimensdes (pequena, média, grande e extragrande), desenhados com base no peso real do
consumo médio de alimentos validados para esta populacdo, com o objetivo de quantificar de
forma mais eficaz, o tamanho das por¢des consumidas, minimizando provdveis deficiéncias
de memoria dos individuos entrevistados (LIMA et al., 2008; ASCIUTTI et al., 2005), foram
aplicados os recordatérios 24 horas, os alimentos mensionados nos R24h foram transcritos e
padronizados em um documento auxiliar. Todos os alimentos foram convertidos em gramas
com auxilio do manual de por¢des média em tamanho real baseado no programa Dietsys para
estudo de base populacional (ASCIUTTT et al., 2005).

As preparacdes dos alimentos foram desmembradas segundo seus ingredientes e
quantidades. Os alimentos fordo avaliados pelo software de Nutricdo, Dietwin 2013. Este
software conta com aproximadamente 5230 alimentos e receitas cadastrados de acordo com a
tabela TACO 4* versdo e a tabela DIETWIN, que é uma compilagdo de varias tabelas, como
IBGE, USDA para o cduculo do folato, CENEXA, Alema, Repertério Geral dos Alimentos,
Fichas técnicas de receita.

Utilizou-se neste estudo, o Método de multiplas fontes (Multiple Source Method -
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MSM), on line, disponivel no site (https://msm.dife.de/tps/msm/). O MSM ¢ uma técnica
estatistica proposta pela European Prospective Investigation into cancer and Nutrition (EPIC)
(MSM, 2012), esse método engloba dois modelos de regressdao, um para os dados positivos de
ingestdo didria e outra para o caso de consumo esporddico, e € aplicdvel para nutrientes e

ingestdo de alimentos.
3.8 Estilo de vida

Para avaliagdo do estilo de vida foram consideradas a pratica de atividade fisica,
ingestdo de élcool, habito de fumar e morbidades. Os participantes foram questionados sobre
a pratica de atividade fisica (sim ou ndo), quanto a frequéncia desta de acordo com o nimero
de vezes por semana, tempo da realizacdo da atividade em minutos e a modalidade,
informacdes sobre consumo de dlcool (com que frequéncia se consumia 6 por¢des ou mais de
bebida alcodlica em uma ocasiao) (COSTA et al., 2014/2016).

Em relagdo ao tabagismo, os individuos foram indagados quanto ao habito de fumar,
ou seja, se eram fumantes (sim ou ndo) se fumou até os tltimos seis meses, ou ex-fumantes e
quando deixaram de fumar; caso fumantes, o nimero de cigarros consumidos por dia, semana
ou més.

Perguntou-se também sobre as morbidades referidas (hipertensio, diabetes, obesidade,
doenca cardiovascular e dislipidemia), se foram diagnosticadas por médico, seja do servi¢o
publico ou privado, e se fazia uso de medicamentos, sobretudo, de interesse para esta
pesquisa, o uso de antinflamatdrios e aspirina. Todas as informag¢des foram obtidas através do

questiondrio de caracterizagdo epidemiolégica (ANEXO D).

3.9 Analises bioquimicas

Todos os individuos foram informados sobre a necessidade de jejum de 12 horas antes
da coleta de sangue, por meio de ligacdo para realizar o agendamento do dia e horario. As
coletas sanguineas foram realizadas nos domicilios por enfermeira com plena experi€éncia em
coleta sanguinea. Esta foi realizada nos individuos adultos de ambos os sexos, ao término da
aplicagdo do terceiro recordatdrio.

Para a coleta das amostras sanguineas foram utilizados em tubos estéreis a vacuo (dois
tubos de 4 ml cada) sendo um para anélise de soro (tubo com ativador de codgulo), e outro
tubo para anélise de plasma (com anticoagulante EDTA — Acido Etilenodiaminotetracético).

O sangue era coletado na veia braquial e o garrote posicionado na linha média do braco.
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3.9.1 Capacidade de antioxidante total (CAT)

A avaliacdo da capacidade antioxidante total foi feita por meio de DPPH (1,25 mg
diluido em 100ml de etanol e mantido sob protecdo de luz). Para andlise, 100 ul de plasma
foram adicionados a 3,9 ml de solucao DPPH, agitado em vértex, colocado em repouso por 30
minutos e sem seguida centrifugado a 10.000 rpm por 15 minutos a 20° C. O sobrenadante foi
usado para leitura em espectrofotdmetro em 515 nm de comprimento de onda, usando dgua
destilada como branco. O resultado € expresso em percentual de atividade antioxidante (0 —
100%). Sendo estas andlises realizadas no Laboratério de Estudos do Treinamento Fisico
aplicado ao desempenho e a saide, do Departamento de Educacdo Fisica da Universidade

Federal da Paraiba.
3.9.2 Malondealdeido (MDA)

A atividade oxidante foi quantificada por meio da reagdo do 4cido tiobarbitirico
(TBARS) com os produtos de decomposi¢cdo dos hidroperdxidos, conforme método descrito
por Ohkawa; Ohishi; Yagi (1979). Para isso, 250 pl do plasma foi adicionado a KCl e
incubado em banho maria a 37° C por 60 minutos. Em seguida, a amostra foi precipitada com
acido perclérico AA 35% e centrifugada a 14000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante
foi transferido para novos microtubos onde foi adicionado 400ul de acido tiobarbiturico a
0,6% e incubado de 95° - 100° C por 30 minutos. Apds resfriamento, o material foi lido em
espectrofotometro ultravioleta (Bioespectro, modelo SP 22, Brasil) a um comprimento de
onda de 532nm. O valor de referéncia € de 2,3 a 4,0 umol/L. Sendo estas analises realizadas
no Laboratério de Estudos do Treinamento Fisico aplicado ao desempenho e a saide, do

Departamento de Educacdo Fisica da Universidade Federal da Paraiba.
3.9.3 Homocisteina

A dosagem da concentracdo de homocisteina foi realizada no Laboratério Clinico
Roseane Dore, a partir do método de Kuo; Cale; Mcdowell. (1997) para aplicagdo em
cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC — high performance liquid chomatography)
com detec¢do fluorimétrica e elui¢do isocrética .

Esse método consiste na separacdo do plasma através do uso de anticoagulante EDTA
na coleta de sangue e posterior centrifugacdo. O plasma € tratado com agente redutor tris-
carboxietilfosfina (TCEP) para separagdo da homocisteina em duas moléculas de Hcy e

daquelas ligadas a proteinas plasmaéticas, permitindo a quantificacdo da Hcy total. Apds a
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interrupcdo da reagdo e precipitacdo das proteinas com &cido tri-cloro acético (TCA),
centrifuga-se novamente para separacdo das proteinas. O sobrenadante € transferido para
outro recipiente para reagir com o agente 7-fluorobenzo-2-oxa-1,3-diazole-4-sulfonato (SBD-
F), especifico para marcagdo fluorescente do dtomo de enxofre. Apds incubacdo, o produto é
injetado em um HPLC utilizando coluna de fase reversa, ocorrendo a detec¢do em cerca de 7
minutos. A deteccao da florescéncia dos compostos separados € feita com detector ajustado

para excita¢do 385nm e emissao 515nm (KUO; CALE; McDOWELL, 1997).
3.9.4 Acido félico

As analises do acido félico foram realizadas no Laboratério Clinico Roseane Dore,
pelo método de Quimioluminescencia. Considerando o valor de referéncia > que 3.10 ng/mL

e sensibilidade analitica de 0.5 ng/mL.
3.9.5 Vitamina b12

O método de Quimioluminescéncia foi utilizado para os procedimentos de andlise das
concentracdes séricas de acido félico, cujo valor de referéncia > 3.10 ng/mL e a sensibilidade
analitica de 0.5 ng/mL, realizadas no Laboratério Clinico Roseanne Dore. As concentra¢des
séricas de vitamina Bl2 foram avaliadas através por imunoensaio de

electroquimioluminescéncia com valor de referéncia de 180 pg/mL a 914 pg/mL.

3.10 Isolamento do DNA e analise dos niveis de metilaciao

3.10.1 Obten¢do da amostra e Extracdo do DNA a partir do sangue

A etapa inicial de extracdo do DNA foi realizada no Laboratério de Genética
Molecular Humana do Departamento de Biologia Molecular da Universidade Federal da
Paraiba (CCEN/UFPB).

Com o auxilio de um Vacutainer® com EDTA, SmL de sangue total foi obtido por
individuo. As amostras foram diluidas em uma primeira solucao de lise, contendo 10mMTris-
HCI pH 8,5 mM EDTA, 0,3 M sacarose, Triton-X-100 1% afim de lisar as hemadcias
deixando, no entanto, o contetido dos leucécitos integros. Em seguida foram centrifugadas a
3.000 rpm para descarte do sobrenadante. Esse processo foi repetido diversas vezes até ser
obtido um precipitado de leucdcitos livre de resquicios de hemoglobina. O precipitado foi
suspendido novamente em solugdo de lise contendo 10 mM Tris-HC1 pHS,5 dodecil sulfato

de sddio (SDS), SmMEDTA, 0,2 pug de proteinase K (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e
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incubado a 55°C em banho —Maria.

Ap6s 7 horas de incubagdao adicionou-se 500 pl de uma solu¢do aquosa de 1 mM
EDTA e 7,5 M acetato de amdnio. A mistura foi centrifugada por 10 min a 14.000g a 4°C,
sendo 700 ul do sobrenadante transferido para novo tubo, no qual foi realizada precipitagao
do DNA com 540 pl de isopropanol. Logo apds o precipitado de DNA foi lavado com 70%
etanol, centrifugado (12.000g por 5 min), seco e ressuspendido em tampao Tris-EDTA pH 8,0
(MILLER: DYKES; POLESKY, 1988). De acordo com a figura 12. O DNA genomico foi
quantificado Qubit™ por fluorescéncia, onde os dados de DNA sdo quantificados com mais
precisdo e a andlise da pureza (razdo entre 260/280) foi realizada por espectrofotdmetro

Nanodrop ® (Thermo Scientific, Califérnia, USA) e estocados a -20° até as analises.

Figura 11. Coleta e isolamento do DNA a partir dos leucécitos.

Coleta e isolamento do DNA a partir dos leucocitos

*Diluicdo com

! Solucdo de Lise
® Q) 1 = )
Soluqao ! .
- o e Lise | Centrifugacdo:
‘. realizadas 3x.
5 e Para obter
1) Obtencio de leucdcitos: 2) Diluicao das Amostras em Solucio de Lise 1: 3) Amostras com itado d
Solucio de Lise 1: precipitado de
coleta de 4 ml de sangue - 10mM Tris-HCI ; .
L, Lizaas leucocitos livre de

total (puncdo  venosa); - pHS,5mMEDTA hemdcias, mas Centrifugadas a 3.200

rpm, por 10 min. para resquicios de

zros ) deixa os
tubos estéreis contendo 7,2 0.3 M sacarose I descarte do sobrenadante;  hemoglobina.
mg de K3-EDTA; - Triton-X-100 1% integros. (Adaptado de MILLER; DYKES; POLESKY, 1988).

Coleta e isolamento do DNA a partir dos leucocitos

O precipitado de leucocitos livre de resquicios de hemoglobina sera:

4) Ressuspendido em Solugéo de Lise 2 contendo:

10 mM Tris-HCI pH 8 | 9) O precipitado de DNA serd lavado

com etanol a 70%, centrifugado

5 mM EDTA; (12.000 forga g por Smin), seco e

Rofae

Mo £t Tessuspendido em tampdo Tris-EDTA

0,2 ng de proteinase K

. ) H 8.0.
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA); - P

5) Incubado a 6) Adicionou-se 500 pl de ~ 7) A mistura sera §) 700 ul dog;enadantc serd
55°C em uma solugdo aquosa de 1 centrifugada por 10 transferido para novo tubo onde sera
banho-maria por mM EDTA e 7,5 M acetato min a 14.000g a 4°C; realizada precipitacdo do DNA com
7 horas; de ambénio; 540 ul de isopropanol.
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Fonte: Miller; Dykes; Polesky (1988), ilustrado por Lisboa (2017).
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3.10.2 Conversao do DNA pelo bissulfito de sédio

As amostras foram submetidas a conversdo do DNA pelo bissulfito. As reacdes de
conversdo foram realizadas com o kit de bissulfito Epitect (Qiagen) de acordo com as
instrucdes do fabricante. As amostras de DNA diluidas em RNA-freewater (20 ul), solucio de
bissulfito (85 ul) e DNA Protect Buffer (35 pl) foram mantidas em termociclador por
aproximadamente 5 horas, alternando-se as temperaturas entre 95 °C (desnaturacdo) e 60 °C
(incubagdo). Apéds este perido, foi realizada a purificagcdo das amostras. Para tanto, foram
adicionados aos tubos 560 ul de solucao recém-preparada contendo Buffer BL e Carrier RNA,
que foi transferida para uma coluna, e, em seguida, para um tubo coletor Epitect (Qiagen)
apo6s centrifugacdo. O filtrado foi descartado e a coluna foi adicionado 500 ul de Buffer BW
(wash buffer) para nova centrifugacao.

Este processo foi repetido alternando-se o tampao, uma lavagem com 500 pl de Buffer
BD (desulfonation buffer) e duas com 500 pl de Buffer BW. A seguir, a coluna foi transferida
para um novo tubo coletor e, posteriormente, foram adicionados 20 ul de Buffer EB ao centro
da membrana. Para finalizar, a coluna foi centrifugada por 1 minuto a 12,000rpm para eluicao

do DNA purificado.
3.10.3 Niveis de metilagdo

As amostras de sangue foram obtidas as 08:30 am + 10 (min) em todos os individuos
para evitar um efeito potencial de amostragem. O ADN foi isolado utilizando TRIS-HCI 10
mM, de acordo com o protocolo descrito e adaptado (19). O ADN genémico foi modificado
por bissulfito do kit de conversdo de bissulfito Cells-to-CpG ™ (Applied biosystems, Life
Technologies, Califérnia) de acordo com as instrugdes do fabricante. A amplificacdo por PCR
e a anélise de High Resolution Melting (HRM) foram realizadas sequenciamento no software
Appplied Biosystems 7500 Fast System.

A PCR foi realizada num volume total de 20 contendo: 1x tamp, 4 mM Mg + 2, 200 de
cada ANTP (Qiagen), 250 nM de cada iniciador com as sequéncias dos primers para o0 gene
MTHFR (Forward: F- 5'-GGTCAGAAGCATATCAGTCATGAG?3' e Reverse:
5'CTGGGAAGAACTCAGCGAACTCA), 5 uM de SYTO®, 9Dye (INVITROGEN), 1U de
polimerase de ADN HotstarTaq (Qiagen) e 1 ul de ADN gendémico convertido em bissulfito.

O programa qPCR consistiu de uma ativagcdo enzimdtica inicial a 95 ° C por 10 min,
seguido por 50 ciclos de 45sa95°C,45sa 58 °Ce45sa72° C e uma extensdo final a 72

° C por 10 min. As curvas de fusdo foram normalizadas pelo célculo da 'linha de melhor
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ajuste’ entre duas regides de normalizagdo antes e apds a diminui¢do da fluorescéncia
principal representando a fusdo do produto de PCR usando o software fornecido com o HRM,

PCR em tempo real rdpido Applied Biosystems 7500 Software do Sistema v 2.0.
3.11 Tratamento estatistico

Para alcancar os objetivos propostos, foi realizada inicialmente uma anélise descritiva
das caracteristicas da amostra representada pela frequéncia simples utilizando medidas de
tendéncia central e de dispersdo (média e desvio padrao). Os dados foram avaliados quanto a
normalidade utilizando o teste de Lilliefors, que é um derivado do teste de Kolmogorov-
Smirnov (SIEGEL, 1977). A analise estatistica foi desenvolvida através do Software STATA
13. Para identificar a existéncia de relacdo no que diz respeito aos niveis de metilagdo do gene

MTHFR foram propostos os seguintes modelo de regressao linear multipla.

Modelo 1: Andlise de regressdo multipla e relacdo dos niveis de metilacdo do gene

MTHFR com estilo de vida e marcadores bioquimicos.

Niveis de metilacao= PO + Bl*sexo + P2*idade + B3*fumo + P4*bebida alcoodlica +
B5*atividade fisica + B6*IMC + B7* glicemia de jejum + B8* homocisteina + f9* CAT +
B10* MDA + B11* acido folico + f12* vitamina B12.

Modelo 2: Andlise de regressdao multipla e relacdo dos niveis de metilacdo do gene

MTHFR com variaveis de consulmo alimentar.

Niveis de metilagdo= B0 + B1*carboidrato + B2*proteinas + B3*gorduras + B4*folato
(vitamina B9) + B5*riboflavina (vitamina B2) + B6*biotina (vitamina b8) + B7* cobalamina
(vitamina B12) + B8*retinol (vitamina A) + B9*tocoferol (vitamina E) + B10* dcido ascérbico

(vitamina C).

O nivel de significancia adotado foi de 5%
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Universidade Federal da Paraiba ‘ i *
Centro de Ciéncias da Saude
Nicleo Interdisciplinar de Estudos em Satde e Nutrigido FAl} PB

Programa de P6s-Graduagio em Ciéncias da Nutrigio

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Tendo em vista o desenvolvimento do estudo sob o titulo “ Segundo ciclo sobre o diagndstico e intervengdo da
situacdo alimentar, nutricional, servi¢os de saide e de doencas ndo-transmissiveis mais prevalentes da populagdo
do municipio de Jodo Pessoa/PB”, a ser realizado com a populagdo do municipio de Jodo Pessoa/PB, vimos por
meio deste, solicitar sua colaboracio na participagdo deste estudo.

Trata-se de um estudo populacional que ird analisar informacdes familiares sobre condi¢des socioecondmicas,
consumo alimentar, doencas mais prevalentes, qualidade dos alimentos consumidos e higiene dentaria.
Participardo do estudo, criancas menores de 2 anos de idade, criangas, adolescentes, adultos, mulheres gestantes
e idosos. Para obtencdo de dados e informagdes serdo aplicados, por uma visitadora devidamente capacitada,
questiondrios por meio de visitas domiciliares, a serem agendadas conforme sua autorizagdo e conveniéncia.
Nesse sentido, solicitamos sua participagdo e/ou autorizacdo a participacdo de criangas e idosos de sua familia,
para a realizagdo de:

[ ] Responder informagdes socioecondmicas e consumo alimentar;

[ ] Submeter-se, e a seus familiares (crianga, adolescente, adulto e idoso) a tomada de medidas de peso, altura,
circunferéncia e dobras cutaneas, para avaliagdo nutricional

[ ] Coleta de sangue, de adultos e idosos para andlise bioquimica de Hemograma Completo, Glicemia, Vitamina
A e E, Vitamina B12, Acido Félico, PCR , Glicemia, Alfa 1 — glicoproteina 4cida, Homocisteina,
Malondialdeido, ROS, Interleucinas e epigenética.

[ ]Responder informacdes sobre higiene dentaria;

[ ]Responder informacdes sobre armazenamento de alimentos.
Destacamos neste termo que:
» Sua participagdo se dard de forma voluntéria, sem prejuizo de qualquer natureza, seja para sua pessoa
ou de seus familiares, que por acaso venham a acessar os servigos de satde;
» Podera, a qualquer momento, ndo mais participar do estudo, seja durante o fornecimento dos dados ou
mesmo depois de ja registrados nos questiondrios;
» Receberd todas as informagdes necessdrias ao total esclarecimento sobre a natureza e procedimentos
desenvolvidos no estudo, particularmente aqueles que dizem respeito a sua participagdo direta e/ou de
seus familiares.

Esclarecemos ainda que, durante todo o desenvolvimento do estudo, seguiremos o que determina a Resolugdo
466 de 12 de dezembro de 2012 do Conselho Nacional de Satdde que trata sobre ética em pesquisa envolvendo
seres humanos. Por esta razao, pedimos que, apds esclarecido e de livre vontade, assine este termo, uma vez que
concorda em colaborar voluntariamente neste estudo, e que ndo tem nenhuma divida sobre sua participacao.

Participante ou responsavel:

Prof®. Dra. Maria José Carvalho Costa
Responsdvel pela Pesquisa

Impressdo dactiloscopica (polegar direito)

Contato:
UFPB/NIESN. Campus Universitdrio. Centro de Ciéncia da Saude.
Castelo Branco s/n. CEP: 58.059-900. Jodo Pessoa/PB. E-mail: mjc.costa@terra.com.br. Fone: (083) 3235-5333 —3216-7417.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

CERTIDAO

Certifico que o Comité de Etica em Pesquisa do Centro de
Ciéncias da Satde da Universidade Federal da Paraiba — CEP/CCS aprovou
por unanimidade na 122 Reunido realizada no dia 10/12/2013, o Projeto de
pesquisa intitulado: “II CICLO DE DIAGNOSTICO E
INTERVENCAO DA SITUACAO ALIMENTAR, NUTRICIONAL E
DAS DOENCAS NAO TRANSMISSIVEIS MAIS PREVALENTES
DA POPULACAO DO MUNICIPIO DE JOAO PESSOA/PB” da
pesquisadora Maria José de Carvalho Costa. Prot. N° 0559/13. CAAE:
20883813.0.0000.5188.

Outrossim, informo que a autorizagdo para posterior
publicagéo fica condicionada a apresentagdo do resumo do estudo proposto
a apreciag@o do Comité.
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\at-STAPE: 0332618

Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saide da Universidade Federa da Paraiba
Campus | - Cidade Universitaria - 1° Andar - CEP 58051-900 — Jofio Pessoa — PB
& (83) 3216 7791 — E-mail: eticaccsufpb@hotmail.com
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1. CARACTERIZACAO SOCIO-ECONOMICA E DEMOGRAFICA DAS FAMILIAS:

(Composi¢ao e caracterizagdo da familia ou grupo de convivéncia no momento da pesquisa)
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CasoN°:___
Ne Nome Grau de Data Sexo Escolaridade Renda Quem recebe Bens de consumo Observacoes
Parentesco de Idade 1-M (anos familiar renda da familia adicionais
*) nascimento 2-F completos) (em R$) | (marcar com X)
1 Responsével / Respondente [ 1Aparelho de som/rddio Legenda da escolaridade:
[ 1 Aparelho de televisio 1= Ensino basico incompleto
2 [ 1 Videocassete 2= Ensino basico completo
3 [ 1DVD 3= Ensino fundamental incompleto
4 [ 1 Micr dor de mesa 4= Ensino fundamental completo
5 [ ]Micr dor portatil 5= Ensino médio incompleto
3 [ ]Automével 6= Ensino médio completo
7 [ ] Geladeira 7= Ensino superior incompleto
3 [ ) Freezer 8= Ensino superior completo
9 [ 1 Maquina de lavar roupa
[ ] Miéquina de lavar louga
10 [ 1 Aspirador de pé
1 [ ] Forno de microondas
12 [ ] Telefone celular
[ ]Telefone fixo
[ 1 Maquina fotografica digital
[ ] Aparelho de ar-condicionado
Outros:
L]
[
L]
(*) Grau de parentesco dos membros da familia em relagdo ao responsdvel/respondente.




ANEXO D- CARACTERIZACAO EPIDEMIOLOGICA

2. CARACTERIZAGAO EPIDEMIOLOGICA DAS FAMILIAS:
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(Composigdo e caracterizacido da familia ampliada no momento da pesquisa) Caso Ne¢:
Ne | Situagdo/Morbidade | Quem deu o diagndstrico Mortalidade por causa (*) Fuma Com que N°de | Atividade | N°Vezes | Tempo Tipo de
referida da sua patologia? Médico Pai Mae Irm&o Sim/Nao frequencia vocé | Cigarros| fisica de ativ. | daativ. | atividade
do servigo publico? Ou Fumou até os| consome6ou | p/dia | (Sim/Ndo)| p/semana | (min.)
privado? Ultimos 6 mais porgdes de
meses? bebida alcodlica
em uma ocasido?
1
2
3
4
5
6




ANEXO E - RECORDATORIO ALIMENTAR:

Nome:

Refeicoes/Alimentos

[ 1m° [ 12

[ 13°

Caso N°:

Medida

Caseira

Tama
nho da

porcao

Valor
em

gramas/ml
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o

n

Observacoes

Café da Manha

Lanche

Almocgo

Lanche

Jantar

Lanche Noturno

Preferéncias Alimentares:

Aversdes Alimentares:

Preencher as medidas
mostrando o dlbum de
medidas caseiras.

Para mensurar o valor
de g/ml das medidas
caseiras, considerar o
valor da por¢ido média
do QFCA,

Se for pequena, / 2

Se for grande, + %2

Se for extra-grande, X
2

(P25 —pS0—p75 -
p100)

Descrever
quantidades de
alimentos por
preparacao: Papas,
sopas, macarronada,
feijoada, etc. E
colocar neste
recordatoério,
perguntado a
responsavel pela
preparacao, para
quantas pessoas sera
dividida.

Descrever neste
recordatorio se
consome

cha, caso sim, que
tipo de cha, como
também quantidade
de agua e horario.

Descrever o
tipo de coccio:
- Fritura
-Grelhado
-Cozido

- Assado
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ANEXO F- AVALIACAO ANTROPOMETRICA
ADULTO (Maiores de 20 anos até 59 anos): (N°: __ )

Peso atual: (em kg) Altura atual: (em m)

Circunferéncia do brago: (em cm)  Dobra cutanea tricipital: (em cm)

Circunferéncia da cintura: (em cm) Circunferéncia do quadril: (em cm).
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Resumo: O presente estudo teve como objetivo avaliar os niveis de metilacdo do gene
MTHFR, e relacionar com niveis glicémicos, consumo de élcool, folato e estresse oxidativo e
em uma populacio de adultos. Tratou-se de um estudo epidemioldgico de carater transversal,
representativo da populacdo de adultos das Zonas Leste e Oeste do municipio de Jodo Pessoa,
Paraiba/ Brasil; envolvendo 265 individuos adultos de 20-59 anos de ambos os sexos. Foram
aplicados nos domicilios e analisados questiondrios referentes a estilo de vida, avaliagao
nutricional e consumo alimentar. Foram analisados também os niveis de metilacio do DNA,
glicemia de jejum, malondealdeido, capacidade antioxidante total, Homocisteina, Vitamina B12
e Acido Félico. Para a andlise estatistica foram utilizado o modelo de regressdo linear miiltipla,
utilizando o softwere STATA 13. Observou-se que os niveis de metilacdo do gene MTHFR foi
de 34.14 % + 17.41. Ocorreu diferenca significativa entre os niveis de metilacdo e valores de
glicemia, indice de massa corporal p< 0,000 e relacdo positiva entre niveis de metilagdo com
glicemia em jejum. Observando-se que quando a glicemia de jejum aumenta 1mg/dl os niveis
de metilacdo aumentam em 0,050%, relacio com o consumo de bebida alcodlica, ou seja, nos
individuos que tém o hébito de ingerir mais de 6 doses de dlcool (10-14g de etanol) em
ocasides eventuais, os niveis de metilacio aumentam em 4,47%. J4 quanto ao consumo de
Folato, a relagdo foi inversa, ou seja, a medida que o consumo de folato diminui em 1mg os
niveis de metilacdo aumentam em 0.05%. Nao observou-se relag@o entre niveis de metilacao e
estresse oxidativo. Os dados demonstram uma associagdo positiva entre a metilacdo no gene
MTHFR, glicemia de jejum e consumo excessivo de dlcool em ocasides eventuais e negativo

com o consumo de folato.

Palavras - Chave: Epigenética, Metilagdo de DNA, MTHFR, Glicemia de jejum,

Consumo de alcool, Folato.
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1. INTRODUCAO

Os niveis glicémicos elevados sdo causados por resisténcia ou produgdo insuficiente
de insulina, podendo levar a diversos agravos a satde tais como, doencas cardiovasculares,
insuficiéncia renal, amputacdo de membros, morte prematura e depressao (WHO, 2016). A
exposicao prolongada a altos niveis de glicose sanguinea pode afetar as marcas epigeneticas,
desencadeando mudancas na metilagdio do DNA de células alvos em todos os 6rgaos
simultaneamente (JEON et al., 2017).

O gene MTHFR ¢ responsavel pela codificacdo da enzima metilenotetrahidrofolato
redutase (MTHFR) fundamental no metabolismo do dcido félico e participa da conversao da
homocisteina em metionina (MOLL; VARGA, 2015). A metionina € precursora da metionina
S-adenosil que atua como doador de grupo metilo para a maioria das reagdes biologicas de
metilacdo, a exemplo da metilagdo do DNA (SHORTER; FELDER; VRANA, 2015).

Quando ocorre a metilagdo na regido promotora do mencionado gene, a expressao do
mesmo € reduzida ou inibida, tendo como uma das consequéncias modificagcdes no
metabolismo da homocisteina. Estas alteracdes podem desencadear uma série de variagOes
patologicas (GE et al., 2015).

Nesse sentido, alguns mecanismos epigenéticos como a metilacdo do DNA exercem
influéncia na expressdo génica com suscetibilidade a hiperglicemia e doengas correlacionadas
(WANG et al., 2010).

Evidéncias recentes sugerem a potencial relacdo entre mecanismos epigenéticos e
alteracdes glicémicas, uma ligacdo entre a predisposicdo genética e influéncias dos fatores
ambientais. No entanto as evidéncias sdo limitadas, sugerindo a necessidade de maiores
investigacoes (MUKA et al.,, 2016). Como também a realizacio de estudos sobre a
importancia da associacdo dos niveis de metilacio de DNA com o estilo de vida (élcool,
tabagismo e atividade fisica), valores bioquimicos e estado nutricional em individuos adultos
deverdo estimular a realizacdo de novas pesquisas para subsidiar estratégias de interven¢ao no
combate as Doencgas Cronicas Nao-Transmissiveis (DCNT) (LILLYCROP et al., 2014; DO
AMARAL et al., 2014).

Fatores de estilo de vida tais como a ingestdao de élcool interferem na metilagao do
DNA, afetando a estabilidade gendmica e transcricdo de supressores de tumores na etiologia
de neoplasias, a exemplo (LIM; SONG, 2012). O efeito téxico de alcool gera espécies
reativas de oxigénio causando danos ao DNA (MALIK; DAVID; GOODERHAM, 2018),
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como também, a ingestdo de dlcool pode ser um fator de risco para obesidade quando
consumido em excesso, no entanto quando consumido de acordo com as recomendagdes,
pode proteger contra o ganho de peso (TRAVERSY; CHAPUT, 2015).

Esta pesquisa se justifica por seu cariter inovador visto que ndo existem estudos que
abordem a relagdo entre nivel de metilacdo do gene MTHFR, glicemia de jejum estresse
oxidativo, estilo de vida e varidveis socioeconOmicas em adultos, considerando que a
metilacdio do DNA pode desempenhar um papel importante na incidéncia de doencas
metabolicas, trata-se de estudo pioneiro de base populacional relacionado com o mencionado
gene na literatura.

Desta forma, este estudo tem como objetivo principal avaliar os niveis de metilacio do
gene MTHFR e relacionar com niveis glicémicos, estresse oxidativo, consumo de dlcool e de

folato em individuos adultos.

2. METODOS

2.1. Caracterizagdo do Estudo e Questoes Eticas

Trata-se de um estudo de caracteristica transversal e epidemioldgica vinculado ao
projeto intitulado: “II Ciclo de Diagndstico e Intervencdo da Situacdo Alimentar, Nutricional
e das Doencas Nao-Transmissiveis mais prevalentes da Populacdo do Municipio de Jodo
Pessoa/PB” (I DISANDNT/PB) (COSTA et al., 2014/2016). A cuja coleta de dados foi
conduzida entre maio de 2015 a maio de 2016. O qual foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da UFPB, sob o protocolo n° 0559/2013; e
todos os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ao aceitarem

participar da pesquisa.
2.2 Amostragem

Para realizacdo do presente estudo de base populacional e representativo das zonas
Leste e Oeste do municipio de Jodo Pessoa/Paraiba/Brasil, realizou-se o cdlculo de uma

amostragem representativa do grupo etdrio de adultos, conforme apresentado na figura 1.
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Figura 1. Diagrama para defini¢do da amostra — Regido Leste e Oeste do Municipio de Jodo

Pessoa/Paraiba/Brasil.
Total de bairros das Total de individuos
Zonas Leste e Oeste adultos encontrados
(24) » nos domicilios visitados
Total de bairros que aceitaram
visitados (24) participar ( 483)
A
Total de quadras das \
Zonas - (2988) d
Total de quadras Total de domicilios
estimadas e visitadas — visitados
(105) (460)
N

Total de individuos adultos
representativos,
selecionados para a
amostra do estudo
(265)

Redugdo da amostra
baseado na recusa para
finalizar a pesquisa e
critério de exclusdo

(218)

A 4

O cdlculo para a
representatividade foi
calculada a partir da
formula proposta por
Bolfarine; Bolsab (2005).

Fonte: Costa et al. (2014/2016), Il DISANDNT/JP, 05/2015-05/2016.

Para o célculo da casuistica, utilizou-se um procedimento amostral inico, composto
em niveis. Dada a heterogeneidade da varidvel "renda" e sua relacdo entre prevaléncia de
doencas e nutricdo (KAC et al., 2007), utilizou-se uma amostragem estratificada
(COCHRAN, 1977) sobre as quadras (espacos urbanos da cidade), em primeiro nivel. Neste,
classificou-se os bairros das Zonas leste e Oeste do municipio por classe de renda em quatro
estratos, segundo informagoes obtidos junto ao IBGE, (2010).

Ap06s definido o nimero de quadras realizou-se o sorteio das mesmas, utilizando um
gerador de nimeros pseudoaleatérios, com o uso do software core R Development Team
(2006) para o sorteio.

O presente estudo teve como critério de inclusdo: Individuos de faixas etdrias entre 20
— 59 anos de ambos os sexos; diferentes condi¢des socioecondmicas € usudrios ou ndo de

medicamentos. Para os critérios de exclusdao se considerou: individuos com distdrbios



87

neuropsiquidtricos; usudrios de suplemento de polivitaminicos, minerais, anorexigenos e

anabolizantes, gestantes e lactentes.

2.3 Coleta de dados

Apds o sorteio das quadras os pesquisadores visitaram os domicilios relatando os
objetivos do estudo. Os moradores foram convidados a participar da pesquisa por meio de
aplicacdo dos questiondrios de caracterizacdo socioecondmica e demogréfica, caracterizagao
epidemioldgica e de estilo de vida (consumo de dlcool), ou seja, nos individuos que t€m o
habito de ingerir mais de 6 doses de dlcool (10-14g de etanol/dose) em ocasides eventuais,
avaliacdo nutricional e do consumo alimentar, além da coleta do material bioldgico (sangue

Venoso).

2.4 Consumo alimentar e avaliagdo nutricional

Os dados da ingestdo alimentar foram obtidos a partir da aplicacio de trés
recordatdrios alimentares de (24 horas) com intervalo de quinze dias, sendo obtidos a partir de
dois dias tteis e um fim de semana, e a analise dos dados (de consumo alimentar) foi
realizada com base no Método de Multiplas Fontes (Multiple Source Method - MSM), on
line, disponivel no site (https://msm.dife.de/tps/msm/). O MSM € uma técnica estatistica
proposta pela European Prospective Investigation into cancer and Nutrition (EPIC) (MSM,
2012), sendo melhor descrita em estudo realizado anteriormente (LIMA et al., 2017).

Para a avaliacdo foram tomadas as medidas antropométricas realizadas conforme

metodologia especifica utilizada por Lima et al. (2017).
2.5Andlises Bioquimicas

A coleta de sangue foi realizada nos domicilios dos respectivos adultos participantes
da pesquisa, por uma enfermeira com experiéncia. As andlises bioquimicas foram realizadas

conforme metodologia especifica utilizada por Lima et al. (2017).

2.6 Niveis de Metilagdo do DNA

As amostras de sangue foram obtidas as 08:30 am + 10 (min) em todos os individuos
para evitar um efeito potencial de amostragem. O ADN foi isolado utilizando TRIS-HCI 10

mM, de acordo com o protocolo descrito e adaptado (MILLER; DYKES; POLESKY,1988).

O ADN gendmico foi modificado por bissulfito do kit de conversdo de bissulfito Cells-to-
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CpG ™ (Applied biosystems, Life Technologies, Califérnia) de acordo com as instrugdes do
fabricante. A amplificacdo por PCR e a andlise de High Resolution Melting (HRM) foram
realizadas sequenciamento no software Appplied Biosystems 7500 Fast System.

A PCR foi realizada num volume total de 20 contendo: 1x tamp, 4 mM Mg + 2, 200 de
cada ANTP (Qiagen), 250 nM de cada iniciador com as sequéncias dos primers para o gene
MTHFR (Forward: F- 5'-GGTCAGAAGCATATCAGTCATGAG3' e Reverse:
5'CTGGGAAGAACTCAGCGAACTCA), 5 uM de SYTO®, 9Dye (INVITROGEN), 1U de
polimerase de ADN HotstarTaq (Qiagen) e 1 ul de ADN gendémico convertido em bissulfito.

O programa qPCR consistiu de uma ativagdo enzimadtica inicial a 95 © C por 10 min,
seguido por 50 ciclos de 45sa95°C,45sa 58 °Ce45sa72° C e uma extensdo final a 72
° C por 10 min. As curvas de fusdao foram normalizadas pelo cédlculo da 'linha de melhor
ajuste’ entre duas regides de normalizacdo antes e apds a diminui¢do da fluorescéncia
principal representando a fusdo do produto de PCR usando o software fornecido com o HRM,
PCR em tempo real rapido Applied Biosystems 7500 Software do Sistema v 2.0. (LIMA et
al., 2017).

2.7. Analise Estatistica

Os dados foram avaliados quanto a normalidade utilizando o teste de Lilliefors, que €
um derivado do teste de Kolmogorov-Smirnov (SIEGEL, 1977). A andlise estatistica foi
desenvolvida através do Software STATA 13. Para identificar a existéncia de relacdo no que
diz respeito aos niveis de metilacdo do gene MTHFR foi proposto os seguintes modelos de

regressdo linear multipla.

Modelo 1: Andlise de regressdao multipla e relacdo dos niveis de metilacdo do gene

MTHFR com estilo de vida e marcadores bioquimicos.

Niveis de metilagao= B0 + Bl1*sexo + f2*idade + B3*fumo + P4*bebida alcodlica +
B5*atividade fisica + B6*IMC + B7* glicemia de jejum + B8* homocisteina + f9* CAT +
10* MDA + B11* acido folico + f12* vitamina B12.

Modelo 2: Andlise de regressdo multipla e relacdo dos niveis de metilacdo do gene

MTHFR com varidaveis de consumo alimentar.

Niveis de metilacdo= B0 + B1*carboidrato + B2*proteinas + 3*gorduras + p4*folato

(vitamina B9) + B5*riboflavina (vitamina B2) + B6*biotina (vitamina B8) + f7* cobalamina
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(vitamina B12) + B8*retinol (vitamina A) + B9*tocoferol (vitamina E) + B10* dcido ascérbico

(vitamina C).

O nivel de significancia adotado foi de 5%

3. RESULTADOS

As caracteristicas gerais da populag@o sobre o nivel de metilagdo, glicemia de jejum,
estresse oxidativo, antropometria e estilo de vida foram: nivel de metilacdo 34.14% + 17.41,
95.39 £ 35.41mg/dl de glicemia de jejum, 41% + 14 de CAT, 2.86 + 0.91 de MDA, valores de
homocisteina 11 + 9.8, Acido Félico 14.12 + 5.31 ng/ml e 274.26 + 126.69 pg/ml de vitamina
B12, idade média de 38.96 anos (+ 12.44); 70% era do sexo feminino, 15.8 % eram
consumidores de mais de seis doses de dlcool em ocasides especiais, 8.0% eram fumantes; e
75% praticavam atividade fisica.

Observa-se que os individuos com valores de glicemia em jejum < 100 mg/dl,
apresentaram nivel de metilacdo inferiores (33.9%) aos dos individuos com valores de
glicemia em jejum entre > 100 e < 125mg/dl (41,8% de metilacdo). Dados ndo demonstrados.

A Tabela 1, apresenta a andlise de regressdo multipla para verificar a existéncia de
relagcdo entre os niveis de metilacdo do gene MTHFR, valores de glicemia de jejum, estresse
oxidativo, estilo de vida, varidveis antropométricas, e demais varidveis bioquimicas. Quando a
glicemia de jejum aumenta 1mg/dl os niveis de metilacdo aumentam em 0.05%, sendo esse
valor significativo (p= 0.030). Observa-se também que a relagdo com estilo de vida referente
ao consumo de bebida alcodlica foi significativo, ou seja, quando os individuos ingerem em

ocasides especiais mais de seis doses de dlcool, os niveis de metilacdio aumentam em 4.47%

(p= 0.043).
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Tabela 1. Relacdo entre os niveis de metilacdo do gene MTHFR com estilo de vida, medida
antropométrica, valores glicémicos e estresse oxidativo em individuos adultos. Jodo Pessoa/

Paraiba/ Brasil.
Regressao Multipla
Varidveis Niveis de Metilacao
do estudo
Coefficient CI 95% Statistics £ p-Value
Género (Feminino) 1.11 -3.87 £6.10 0.44 0.660
Idade -0.17 -0.35 £ 0.00 -1.95 0.053
Fumo -0.20 -8.17+£7.76 -0.05 0.960
Atividade fisica -0.54 -5.02 +£3.93 -0.24 0.810
Bebida Alcodlica 4.47 0.13 £8.81 2.03 0.043%*
IMC (kg/m?) 0.12 -0.32 £ 0.58 0.55 0.580
Glicemia/jejum (mg/dl) 0.05 0.00 £0.10 2.10 0.030%*
Homocisteina (mol/L) -0.02 -0.14 £0.10 -0.38 0.702
CAT (%) 5.13 -11.09 £ 21.37 0.62 0.533
MDA (umol/L) -1.39 -3.63 +0.84 -1.23 0.221
Acido Félico (ng/ml) 0.25 -0.14 £ 0.66 1.25 0.214
Vitamina B12 (pg/ml) -0.00 -0.01 £0.01 -0.01 0.989
*p<0,005

Na Tabela 2, observa-se os resultados da andlise de regressdo miultipla quanto a

relacdo ou ndo entre os niveis de metilacdo do gene MTHFR, com varidveis de consumo

alimentar. Quando o consumo de Folato diminui em 1 mg, os niveis de metilacdo aumentam

em 0.05%, sendo esse valor estatisticamente significativo (p< 0.000).
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Tabela 2. Relacdo entre niveis de metilagdo do gene MTHFR com varidveis de consumo
alimentar em individuos adultos. Jodo Pessoa/ Paraiba/ Brasil.

Regressao Miiltipla
Variaveis — —
Niveis de Metilacao
do estudo
Coefficient CI195% Statistics £ p-Value
Carboidrato (g) 0.01 0.01+0.04 0.73 0.467
Proteinas (g) -0.03 -0.08+0.07 -0.10 0.920
Gordura (g) -0.04 -0.13+0.05 -0.83 0.408
Folato (mcg) -0.05 -0.75+-0.36 -5.74 0.000%*
Vitamina B2 (mcg) 0.41 -0.15+0.23 0.42 0.674
Vitamina B8 (mcg) -0.01 -0.02+0.00 -1.17 0.244
Vitamina B12 (mcg) 0.08 -1.62+1.79 0.09 0.925
Vitamina A (mcg) 0.00 -0.00+0.00 0.41 0.684
Vitamina E (mcg) 0.05 -0.17+0.28 0.50 0.620
Vitamina C (mcg) 0.00 -0.00+0.00 0.70 0.485
*p<0,005

4. DISCUSSAO

Observou-se no presente estudo que ocorreu relagdo entre niveis de metilagdo do gene
MTHFR, glicemia de jejum, consumo de élcool e folato em adultos de ambos os sexos da
populacdo estudada. Foi verificado também que os niveis de metilacdo do gene MTHFR dos
individuos normoglicémicos foram inferiores aos niveis de metilacdo dos individuos pré-
diabéticos, embora ndo significativo.

N3ao foi observada relagdo com estresse oxidativo, provavelmente devido na amostra
total 90% dos individuos apresentarem os resultados das varidveis analisadas de acordo com
os valores de referéncia e apenas 9,2% tinham valores de glicemia igual ou maior que
126mg/dl. Neste sentido em estudos destinados a definir a fun¢do vascular pds - prandial
observou-se que uma série de proteinas inflamatdrias e moléculas de adesdo também nao
foram afetadas mesmo diante da ingestdo de suplementos ricos em a-tocoferol em adultos
jovens normoglicidicos (MAH et al., 2013).

Alguns fatores genéticos, como a metilacdo do DNA, exercem influéncia na expressao

génica levando a suscetibilidade a hiperglicemia e doengas correlacionadas (WANG et al.,
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2010), e a exposicdo prolongada a altos niveis de glicose sanguinea ao longo da vida podem
lesionar células pancredticas, afetando as assinaturas epigendmicas, desencadeando mudangas
significativas na metilagdo do DNA de células alvos em todos os 6rgdos simultaneamente
(JEON et al., 2017). Modificagdes epigenéticas relacionadas a intolerancia a glicose podem
tanto ser uma causa quanto uma consequéncia de alteracdes no metabolismo glicémico,
revelando mudancas significativas na metilacdio do DNA associada a hiperglicemia.

No presente estudo, nos individuos com intolerdncia a glicose, ou seja, em pre-
diabéticos observou-se uma tendéncia de aumento dos niveis de metilacdo do gene estudado.
Por constitui-se de adultos predominantemente jovens (idade média 38 anos) provavelmente
se essa situagdo persistir com o passar dos anos, esses niveis de metilacdo poderdo aumentar.

N3ao se sabe ao certo se os niveis elevados de metilacio do gene MTHFR, foram uma
causa ou consequéncia do aumento dos valores glicémicos. Estudos de mecanismos
fisiopatologicos melhor elucidardo essa questdo. Alteragdes no perfil de metilagdo podem
levar a modificacoes na regulacdo gé€nica. Baixos niveis de metilagdio do DNA
(hipometilacdo) associam-se com a elevacdo da expressdo génica, enquanto que niveis
elevados de metilacdo (hipermetilacdo) estdo associados com o silenciamento génico (YU et
al., 2015).

Dessa forma, alteragdes no perfil de metilacdo e consequente alteracdes na expressao
génica podem favorecer o desenvolvimento de muitas caracteristicas do fenétipo do diabetes e
complicagdes em orgios relacionados (RAKYAN et al., 2011; VOLKMAR et al., 2012).

O silenciamento dos genes comumente estd associada a hipermetilacao de ilhas CpGs,
e, levando em consideracdo que o epigenoma pode ser modificado, ou seja, as marcas
epigenéticas sdo reversiveis, através de agentes hipometilantes a exemplo de antioxidantes
dietéticos naturais, como provavelmente ocorreu no presente estudo, com o Folato onde os
niveis de metilacio aumentaram quando o consumo desse nutriente diminuiu, desmetilando
ilhas CpGs (KARACA et al., 2016).

H4 evidéncias de que o aumento da metilacdo do gene MTHFR ocorreu na analise do
sémen de homens com infertilidade (ROTONDO et al., 2012), no DNA de tecidos de
individuos com cancer (BOTEZATU et al., 2013), em individuos com doencas
cardiovasculares e doenga renal (GHATTAS et al., 2014; WEI et al., 2015) e no sangue
placentario de mulheres com pré-eclampsia (GE et al., 2015).

Estudiosos vém relacionando polimorfismos do mencionado gene com variagdes

glicémicas. De acordo com Qin et al. (2015), o polimorfismo 677CT do gene MTHFR pode
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contribuir para o risco de diabetes de inicio, definido como glicemia de jejum > 126mg/dl, em
estudos com mulheres da populacdo chinesa com um estado de IMC mais alto. O que pode
contribuir para elucidar os achados do presente estudo, visto que a maioria dos individuos
participantes encontrava-se com sobrepeso e obesidade (39% e 20%) dados nao apresentados,
respectivamente. Alteracdes epigenéticas nos padrdes de metilacdo em sitios especificos de
genes candidatos, envolvidos no metabolismo da glicose também foram investigadas
(HIDALGO et al., 2014).  Investigacdes sobre metilacdo de genes em outros tecidos como
ode ilhotas pancredticas, mais precisamente no PDX-1 (homeobox duodenal pancreético 1)
em humanos também demonstraram que a hiperglicemia aumentada estava relacionada a
niveis mais altos de metilacdo da PDX-1 (YANG et al., 2012).

No entanto, segundo os achados de Keller et al. (2014), a partir da investigacdo da
metilacdo no promotor do GLUT4 em individuos adultos magros e obesos, pequenas
mudancas nos niveis de metilagdo, ndo implicaram em alteracdes nos niveis de glicose.

No que se refere ao consumo de dlcool, em estudo de base populacional investigou-se
a relacdo desse consumo durante a adolescéncia e o risco de diabetes na fase adulta. No
decorrer da adolescéncia, o consumo de alcool de cinco ou mais doses, durante trés a sete dias
por semana, aumentou consideravelmente o risco de diabetes em idade adulta jovem.
Concluindo que o consumo excessivo de alcool nesta faixa etaria pode aumentar o risco de
diabetes na idade adulta jovem (LIANG; CHIKRITZHS, 2014).

No entanto, quando o consumo de dlcool € baixo, no estudo descrito por Shai et al.
(2007), analisando o consumo de 150 ml de vinho por adultos, equivalente a 13g de dlcool
durante trés meses, foi observado um efeito positivo nos valores de glicemia de jejum,
baixando de 139,6 mg/dl para 118 mg/dl.

Existem evidéncias de que mecanismos epigenéticos, dentre eles a metilacdo do DNA,
sofrem alteracdes decorrentes da interacdo do gendtipo com o ambiente em que o individuo
estd exposto. Um dos fatores ambientais que contribui para tal é a exposi¢do ao dlcool. Até o
presente, estudiosos apontam esta relacdo em cérebro e sangue humano e metilacdo de genes
especificos em modelos animais, implicados em efeitos agudos e cronicos do dlcool em
diversos 6rgdos. No entanto, a maioria das pesquisas foi realizada em modelos animais e
continua sendo necessario elucidar esses efeitos em seres humanos (TULISIAK; HARRIS;
IGOR, 2016).

Nesse sentido Andersen et al., 2015, relataram que as andlises realizadas em tecido

periférico, especificamente no sangue, proporciona a capacidade de investigar a metilacao do
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DNA em relagdo ao uso de dlcool, em diferentes periodos de tempo, podendo ser considerado
um biomarcador para futuros diagndsticos relacionados a complicagdes resultantes do uso de
alcool.

Diversos genes sofrem alteracdes em seu perfil de metilagdo, sugerindo que os efeitos
do consumo de alcool influenciam de diversas formas nestes mecanismos, € podem intervir
celulares especificos (BASAVARAJAPPA; SUBBANNA, 2016).

Estudiosos, observaram um aumento na metilacdo do promotor do fator de
crescimento nervoso (NGF) no sangue de homens dependentes de dlcool durante a retirada da
substancia dentro de um intervalo de sete a quatorze dias, demonstrando que até o sétimo dia
nido houve mudancga na metilagdo de NGF, ja no intervalo de sétimo ao décimo quarto dia
houve reducdo na metilacdo de NGF. Concluindo que durante a retirada do consumo de
dlcool houve uma regulacdo epigenética no perfil de metilacio do gene em questdo
(HEBERLEIN et al., 2013).

De acordo com WENG et al. (2015), houve aumento na metilacio no promotor de
genes especificos, envolvidos na neurogénese (NPDCI) , inflamacao ( HERCS) e alcoolismo
(ADCYY9, CKM e PHOX2A), observados no sangue de individuos com uso cronico de élcool.
Uma das consequéncias da ingestdo de alcool foi investigada em modelo animal, onde a
exposicao pré-natal ao dlcool acarretou no desenvolvimento anormal do cora¢do congénito
fetal, em consequéncia do aumento dos niveis de acetilacdo de histonas, acarretando uma
expressao excessiva de genes cardiacos como DHAND e EHAND (ZANG et al., 2014).

Estudiosos demostraram que a exposi¢do aguda ao dlcool em modelo animal no
periodo gravidico, sendo neste caso administrada duas doses de solucdo a 25% de etanol em
intervalos de quatro em quatro horas no periodo de vinte e quatro horas (equivalente a seis
doses), resultou em niveis elevados de acetilacdo de histonas, provocando lesdo celular
pulmonar excessiva. Observou-se ainda que a acetilacdo aumentou significativamente em uma
hora ap6s a administragdo de alcool e retornaram aos niveis basais apds 12 horas (WANG et
al, 2010).

Os resultados encontrados no que se refere ao consumo de dlcool de trés vezes a dose
recomendada como saudavel para homens e de seis vezes a dose recomendada para mulheres
(MEMBERS et al., 2011), quantidades consideradas de risco (LARANIJEIRA et al., 2007),
mesmo sendo um consumo eventual em ocasides especiais, refletem grandes preocupacdes
para a sadde publica, no presente estudo observamos que o consumo contribuiu para o

aumento dos niveis de metilacdo na populacdo com esse estilo de vida.
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Em suma, o aumento no perfil de metilacio do gene MTHFR e a sua suposta
diminui¢do da expressdo pode ter diversos efeitos no organismo, uma vez que o mesmo esta
envolvido na sintese de nucleotideos, na regeneracdo da metionina, além de gerar radical
SAM, o principal doador de radical metil utilizado nas reacdes de metilacio do DNA e
histonas (MOLLOY, 2012; MOLL; VARGA, 2015; SHORTER; FELDER; VRANA, 2015),
e dessa forma impactar diversas vias metabdlicas bem como no perfil de metilacio do DNA e
histonas quando sua expressdo ¢ afetada. Embora o presente estudo ndo avaliou a expressao
génica, nossos dados corroboram com dados previamente publicados no tocante a relacdo do
aumento da metilacdo do gene MTHFR com contextos de saide comprometida (BOTEZATU
et al., 2013; GHATTAS et al., 2014; WEI et al., 2015; GE et al., 2015) e infertilidade
(ROTONDO et al., 2012) e aqui mostramos a relacdo com varidveis bioquimicas e consumo
de dlcool. Em adicdo, um estudo recente mostrou que a hipermetilacio de MTHFR esta
associada com maiores niveis de colesterol, LDL e alfa-1- glicoproteina dcida em pacientes
com complicacdes diabéticas, como retinopatia e nefropatia (NUNES et al, 2017).

Sobre esse estudo, considera-se como pontos fortes a auséncia de estudos sobre a
metilacdo do gene MTHFR, e sua relacdo com valores glicémicos, com o eventual consumo
excessivo de dlcool, como também a avaliagdo do consumo alimentar de potenciais

confundidores, utilizando-se a anélise de regressao.

CONCLUSOES

Em conclusido, os achados deste estudo envolvendo individuos adultos de ambos os
sexos indicam que os niveis de metilacdo do gene MTHFR estdo associados positivamente
com valores de glicemia de jejum e com fatores de estilo de vida a exemplo de consumo de
alcool e associagcdo negativa com o consumo de Folato. Considera-se que os resultados desta
investigacdo deverdo estimular a realizacio de novos estudos que servirdo para melhor

elucidar os mecanismos epigenéticos envolvidos em doengas metabdlicas.
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