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Por vezes sentimos que aquilo que fazemos ndo é
sendo uma gota de dgua no mar. Mas o mar seria

menor se lhe faltasse uma gota’.

Madre Teresa de Calcuta
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RESUMO

A hipertenséo arterial (HA) é uma condicao clinica complexa e multifatorial, caracterizada pela
elevacdo persistente da presséo arterial e por alteracdes metabdlicas. Apesar dos avangos na
compreensdo da fisiopatologia da HA e a implementacdo de estratégias de prevencao e
tratamento eficazes, a HA continua sendo um dos maiores problemas emergentes de saude
publica do mundo. No contexto etioldgico estdo envolvidos fatores genéticos, estilo de vida, e
dentre esses destaca-se a alimentacdo. A fibra dietética tem sido associada a prevencdo de
alteracdes na glicemia, perda de peso, dislipidemias e embora ainda ndo consesual, no controle
da pressdo arterial. A regulacdo da pressao arterial esta envolvida com a epigenética que criou
novo conceito sobre a heranca genética e regulagdo fenotipica de um organismo e podera ser
melhor compreendida na era p6s gendémica com a metaboldmica que possibilitou melhor
identificacdo sobre relagbes metabdlicas. O estudo teve como objetivo avaliar o perfil
metabolémico e a influéncia do polimorfismo C677T do gene MTHFR apds suplementacéo
com fibra dietética em mulheres hipertensas com excesso de peso. Estudo de interveng&o duplo-
cego placebo controlado com formacéo de dois grupos: o grupo experimental, composto por 14
mulheres hipertensas com excesso de peso suplementado com 12 g/dia de fibra dietética, e 0
grupo placebo (n=12) suplementado com 12 gramas de amido de milho por 8 semanas. A
amostra foi composta por mulheres na faixa etéria de 20 a 60 anos. Foram realizadas avaliacéo
antropométrica, analises bioquimicas pré e pds intervencdo do colesterol sérico (CT),
triglicerideos (TG), HDLc, LDLc, glicemia de jejum e proteina C reativa. ultrassensivel (PCR-
us), assim como a analise do perfil metabolémico por meio da técnica de Ressonancia
Magnética Nuclear de *H (*HRMN) e genotipagem do polimorfismo do gene MTHFR. Os
resultados obtidos apo6s a analise dos componentes principais (PCA), mostraram que houve
aumento nos valores dos seguintes metab6litos de HDL-C de acordo com o deslocamento
quimico-ppm (0,88, p=0,0000; 1,24, p=0,0010; 1,28, p=0,0000; 4,94, p=0,258), colina (3,65,
p=0,0035) e hidroxibutirato (1,20, p=0,0010), bem como reducdo da pressao arterial sistélica
antes e depois da intervencdo. A analise do perfil metabolémico por RMN no soro das mulheres
hipertensas e com excesso de peso, permitiu identificar metabolitos, facilitando uma melhor
compreensdo das vias metabdlicas, podendo auxiliar no tratamento dessas patologias quando
associadas. Em relacdo a influéncia do polimorfismo C677T do gene MTHFR e o perfil
metabolémico em resposta ao consumo de fibra, observou-se que as mulheres com genotipos
CT/TT apresentaram maiores reducGes nos valores de pressdo arterial sistolica apos intervencao
com fibras, assim como aumento da area de concentracdo dos picos de varios metabolitos de
HDL e do hidroxibutirato no grupo com genétipo CT/TT. Conclui-se que a intervencdo com
fibra dietética mista reduziu a pressdo arterial sistélica, afetou o perfil metabolémico em
mulheres com excesso de peso e hipertensdo e que o polimorfismo C6777T do gene MTHFR
influenciou esse perfil.

Palavras-chave: hipertensao arterial; obesidade; fibra alimentar; polimorfismo; metabolémica.



ABSTRACT

Anrterial hypertension (AH) is a complex and multifactorial clinical condition, characterized by
persistent elevation of blood pressure and metabolic alterations. Despite advances in the
understanding of the pathophysiology of AH and the implementation of effective prevention
and treatment strategies, AH remains one of the biggest emerging public health problems in the
world. In the etiological context, genetic factors, lifestyle are involved, and among these, food
stands out. Dietary fiber has been associated with the prevention of changes in blood glucose,
weight loss, dyslipidemia and, although not consensual, with the control of blood pressure. The
regulation of blood pressure is involved with epigenetics, which created a new concept about
the genetic inheritance and phenotypic regulation of an organism and could be better understood
in the post-genomic era with metabolomics that allowed better identification of metabolic
relationships. The study aimed to evaluate the metabolomic profile and influence of the C677T
polymorphism of the MTHFR gene after dietary fiber supplementation in overweight
hypertensive women. A double-blind placebo-controlled intervention study with the formation
of two groups: the experimental group, consisting of 14 overweight hypertensive women
supplemented with 12 g/day of dietary fiber, and the placebo group (n=12) supplemented with
12 grams of cornstarch for 8 weeks. The sample consisted of women aged between 20 and 60
years. Anthropometric assessment, biochemical analyzes were performed before and after the
intervention of serum cholesterol (TC), triglycerides (TG), HDLc, LDLc, fasting glucose and
C-reactive protein. ultrasensitive (us-PCR), as well as the analysis of the metabolomic profile
through the 1H Nuclear Magnetic Resonance technique (LHRMN) and genotyping of the
MTHFR gene polymorphism. The results obtained generated an article that was published on
the metabolomic profile of hypertensive women with excess weight, supplemented with fiber.
It was observed that after principal component analysis (PCA), there was an increase in the
values of the following HDL-C metabolites according to the chemical-ppm shift (0.88,
p=0.0000; 1.24, p=0.0010; 1.28, p=0.0000; 4.94, p=0.258), choline (3.65, p=0.0035) and
hydroxybutyrate (1.20, p=0.0010) as well as a reduction in systolic blood pressure before and
after the intervention. The analysis of the metabolomic profile by NMR in the serum of
hypertensive and overweight women allowed the identification of metabolites, facilitating a
better understanding of the metabolic pathways, which may help in the treatment of these
pathologies when associated. Regarding the influence of the C677T polymorphism of the
MTHFR gene and the metabolomic profile in response to fiber consumption, it was observed
that women with CT/TT genotypes showed greater reductions in systolic blood pressure values
after fiber intervention, as well as an increase in blood pressure. peak concentration area of
various HDL and hydroxybutyrate metabolites in the CT/TT genotype group. It is concluded
that the mixed dietary fiber intervention reduced systolic blood pressure, affected the
metabolomic profile in overweight and hypertensive women and that the MTHFR gene C6777T
polymorphism influenced this profilewomen, and that the C6777T polymorphism of the
MTHFR gene influenced this profile.

Keywords: arterial hypertension; obesity; dietary fiber; polymorphism; metabolomics
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1 INTRODUCAO

A Hipertensdo Arterial (HA) é uma condicdo clinica complexa, poligénica e
multifatorial, caracterizada pela elevacdo persistente da pressdo arterial e por alteracGes
metabdlicas (FRISO et al., 2015; MALTA et al., 2017; OPARIL et al., 2018). As novas
diretrizes definem a HA como presséo arterial sistolica (PAS) > 130 mmHg ou pressao arterial
diastdlica (PAD) > 80 mmHg (ACC/AHA, 2017; WHELTON, 2018; UNGER et al., 2020).

A prevaléncia de HA vem aumentando em paises em desenvolvimento, em virtude de
ser uma doenca assintomatica em suas fases iniciais. Aliado a isso, a falta de informagcéo, por
parte da populacéo, contribui para seu baixo controle (MOURA et al., 2015; TORTORELLA
et al., 2017; UNGER et al., 2020). Essa morbidade afeta mais de um bilhdo de pessoas no
mundo, sendo um dos principais fatores de risco (FR) modificAveis para doencas
cardiovasculares, como infarto do miocardio (MOUTON et al.,2021), acidente vascular
encefalico (AVE), e doengas renais, resultando em 10,4 milhdes de mortes no mundo a cada
ano (UNGER et al., 2020), com um crescimento mundial de 60% dos casos para 2025 (WISE;
CHARCHAR, 2016; MALTA et al., 2017; MARQUES; MACKAY; KAYE, 2018).

O excesso de peso, principalmente quando associado ao aumento da adiposidade
visceral, é uma das principais causas de HA, acompanhadas de vérias alteracbes nos niveis
hormonal, inflamatério e endotelial (JIANG, 2016; SERAVALLE; GRASSI, 2017; STEVENS
et al., 2020). Assim como 0 excesso de peso esta associado a HA, a dieta também tem um papel
importante no controle desta morbidade (CAI et al.,2016), visto que o baixo consumo de
alimentos ricos em fibras, dentre outros nutrientes consumidos em quantidades inadequadas, €
considerado fator de risco para o desenvolvimento da HA (MARTINS et al., 2010).

Segundo Tiffon (2018) polimorfismos génicos influenciam na resposta a dieta e a dieta
influencia os niveis de metilacdo dos genes podendo levar a mudancgas na expressao génica,
interferindo no metabolismo e favorecendo o desenvolvimento de doengas cronicas (TIFFON,
2018). Assim, o desenvolvimento de modelos de intervengdo que fogquem no estudo da
prevencdo e tratamento de doencas crénicas, particularmente tendo como base a informacéo
genética, e sobre os metabdlitos envolvidos, é essencial na atualidade, visto que o metaboloma
pode produzir novos biomarcadores de risco para hipertenséo e obesidade, levando a melhores
estratégias de prevencéo e tratamento.

Quanto a relacao entre polimorfismo e hipertenséo, os polimorfismos A1298C e C677T

do gene MTHFR estdo associados ao risco de hipertensdo, particularmente quando
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acompanhados de obesidade (LI et al., 2017), no entanto, ndo existem na literatura consultada
estudos de intervencdo com fibra relacionando essas duas variaveis.

Segundo Onuh e Aliani (2020), a utilizacdo da plataforma metabolémica como parte
das investigacGes nutricionais tem aumentado rapidamente nos ultimos anos. Assim, 0 uso de
perfis de metabolitos na hipertensdo tem gerado um interesse crescente desde que foi
estabelecido pela primeira vez que existe uma associacao entre os perfis de metabolitos séricos
e PA. A metabolémica que relaciona diretamente uma resposta quimica mensuravel para um
evento bioldgico, vinculando o gendtipo ao fendtipo de um organismo, é uma ferramenta
tecnoldgica cada vez mais utilizada na ciéncia da nutricdo, com objetivo de monitorar
estratégias de tratamento, como intervences dietéticas (MARSHALL; POWERS, 2017; LEE,
2017; ALEKSANDROVA, 2020).

Nesse contexto, considerando que a associacdo da metabolémica e polimorfismo ainda
ndo foram estudados em relacdo ao consumo de fibras alimentares em mulheres hipertensas
com sobrepeso e obesidade, o presente estudo podera subsidiar estratégias de prevencao e
tratamento no controle da HA, além de auxiliar sobre as recomendacdes relacionadas ao
consumo de fibra alimentar nessa populacdo. Assim, estudos atuais na literatura relacionando
obesidade e hipertensdo, polimorfismo e perfil metabolémico, ainda estdo no inicio e
necessitam de melhor evidéncia e interpretacdo, principalmente quando associado aos
metabdlitos da fibra.

Nesse sentido, o estudo teve como objetivo geral avaliar o perfil metabolomico e a
influéncia do polimorfismo C677T do gene MTHFR apds suplementacdo com fibra dietética
em mulheres hipertensas com excesso de peso. E como objetivos especificos: analisar os valores
de pressdo arterial, proteina C reativa, perfil lipidico e glicemia de jejum; identificar e
quantificar metabolitos em mulheres hipertensas, com sobrepeso e obesidade, pré e pos
intervencdo com fibras e analisar a influéncia do polimorfismo C677T no gene MTHFR nos

dois grupos estudados apds intervencdo com fibra dietética.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 HIPERTENSAO ARTERIAL E INGESTAO DE FIBRA DIETETICA

A Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS) é uma doenca cronica e multifatorial (HOH,;
ABDUL RAHMAN; YUSOFF, 2019; LERMAN et al., 2019), caracterizada por elevacédo
sustentada dos niveis pressoricos (OPARIL et al., 2018), de condicdo complexa, possivelmente
influenciada pela interacdo entre fatores genéticos, epigenéticos e/ou ambientais (LOUCA;
MENNI; PADMANABHAN, 2020). E o principal fator de risco para doengas cardiovasculares
(DCV) (CAREY et al.,, 2018), mundialmente comum e que produz morbimortalidade
significativas (LERMAN et al., 2019). Acomete cerca de um bilhdo de pessoas ho mundo
(MILLS et al., 2016) correspondendo a quase um terco de todos os adultos nos Estados Unidos
(MERAI et al., 2016). Trata-se de problema de salde publica mundial, pois dados de
prevaléncia apontam para tendéncia ascendente (FARAPTI et al., 2020).

A HAS ¢ qualificada por pressdo arterial persistentemente alta nas artérias sistémicas,
sendo expressa como a razdo entre a Pressdo Arterial Sistélica (PAS) (a pressdo que o sangue
exerce sobre as paredes arteriais quando o coracdo se contrai) e a Pressdao Arterial Diastolica
(PAD) (a pressao quando o coracdo relaxa) (OPARIL et al., 2018). A PAS ¢ influenciada por
varios fatores, incluindo estresse oxidativo, disfuncdo endotelial, tbnus muscular, sensibilidade
ao sal, anormalidade da funcdo simpaética e elevada atividade do sistema renina-angiotensina
(RODRIGO et al.,, 2007; GRASSI et al., 2008; HARVEY; MONTEZANO et al., 2016;
MORDI et al., 2016; STEWART et al., 2015).

As diretrizes do Hypertension Clinical Guidelines definiram a HAS como PAS > 130
mmHg e/ou Pressdo Arterial Diastolica (PAD) > 80 mmHg (WILLIANS et al., 2018).
Mundialmente, 3,5 bilhdes de adultos apresentam niveis de PAS >110-115 mmHg e 874
milhdes de adultos tém uma PAS de >140 mmHg, desta forma, aproximadamente um em cada
quatro adultos tem hipertensdo (FOROUZANFAR et al., 2017).

Apesar dos avancos na compreensao da fisiopatologia da HAS e a implementacdo de
estratégias de prevencdo e tratamento eficazes, continua sendo um dos maiores problemas
emergentes de satde publica do mundo, visto que tem alta prevaléncia e baixas taxas de controle
(MALACHIAS et al., 2016). A prevaléncia de hipertensédo arterial sistémica vem aumentando
em paises em desenvolvimento, em virtude de ser uma doenga assintomatica em suas fases
iniciais. Além disso, a hipertensdo tem maior prevaléncia em mulheres e minorias em paises

predominantemente ocidentais, como o Reino Unido e EUA. Aliado a isso, a falta de
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informacao, por parte da populagéo, contribui para seu baixo controle (TORTORELLA et al.,
2017; MOURA et al., 2015).

Em 2013, a organizacdo mundial de saude (OMS), observou que a prevaléncia da HAS
em adultos acima de 25 anos foi em torno de 35% nas Américas. Ha4 uma projecdo que a
prevaléncia da hipertensdo aumente em torno de 60% até o ano de 2025 com quase 1,5 milhGes
mortes anualmente (9,4% do total de mortes) (KEARNEY et al., 2005; CASTILLO, 2016),
desencadeando um impacto consideravel socioeconémico (JUSIC; DEVAUX, 2019).

No Estudo Longitudinal de Satde do Adulto (ELSA- BRASIL) realizado em 2015,
verificou-se prevaléncia de 35,8% entre os 15.103 participantes das regides Nordeste, Sul e
Sudeste do pais (CHOR et al., 2015). A maior prevaléncia foi identificada na Africa de 46%
entre os adultos, em contraste com 35% dos americanos (WHO, 2013) e aproximadamente 23%
entre os canadenses (ASTOWOOD et al., 2012).

Eghbali et al. (2018) observaram que a prevaléncia da hipertensdo entre individuos
adultos foi maior em paises de renda baixa e média (aproximadamente 40,0%) do que em paises
de renda alta (35,0%). Em outro estudo realizado em 2010, a prevaléncia de hipertensdo foi de
28,5% (27,3% a 29,7%) em paises de renda elevada e 31,5% (30,2% a 32,9%) naqueles de
renda baixa e média, como o Brasil (MILLS et al., 2016). Esses resultados indicam uma
crescente disparidade da saude na prevaléncia de HAS mundial (MILLS et al., 2016).

Dados do Sistema de Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas Crénicas
por Inquérito Telefénico (BRASIL, 2020) registrou aumento da prevaléncia de Doencas
Cronicas Nao Transmissiveis (DCNT) como Hipertensdo Arterial (HA) no conjunto das 27
cidades. A pesquisa também mostrou que, no periodo entre 2006 e 2019, a prevaléncia da HA
subiu de 22,6% para 24,5%, e o perfil de maior prevaléncia foi entre mulheres com 65 anos ou
mais, chegando a acometer 59,3% dos adultos com 65 anos ou mais, sendo 55,5% dos homens
e 61,6% das mulheres (BRASIL, 2020).

A HAS ¢é uma condicéo cardiovascular (CV) comum que afeta as mulheres em todas as
fases do seu ciclo de vida e contribui de forma significativa para a morbimortalidade, embora
o tratamento eficaz melhore os resultados CV (WENGER et al., 2019). E uma doenca
responsavel por cerca de 1 em 5 mortes de mulheres nos Estados Unidos (MOZAFFARIAN et
al., 2015; BENJAMIN et al., 2017).

Pesquisadores sugerem que a hipertensdo € considerada um fator de risco mais
significativo em mulheres (WENGER et al., 2019) e suas taxas de controle sdo maiores em

mulheres do que em homens >18 anos, e individuos com idade >60 anos, sS40 mais vulneraveis
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a varias comorbidades, como hipertensao e diabetes, além do sedentarismo (BENJAMIN et al.,
2017; GBD 2015).

Os fatores de risco, comuns e especificos, em relacdo ao sexo, tem a capacidade de
impactar o desenvolvimento da hipertensdo e DCV em mulheres (WENGER et al., 2019). Os
fatores de risco comuns compreendem obesidade, sedentarismo, aumento da ingestdo de sal,
diabetes e uso de alcool (WENGER et al., 2019). Estudos indicam que varios processos
especificos também favorecem ao desenvolvimento de HAS entre as mulheres, por exemplo,
receptores de estrogénio e ativagdo do sistema nervoso simpatico (SNS) (HAY, 2016). Segundo
Kabootari et al. (2019), mulheres com sobrepeso e obesidade apresentaram risco de desenvolver
HAS duas vezes maior do que homens.

Pesquisadores observaram que a fisiopatologia da HAS é intensamente influenciada
pelo sexo (GOITA et al., 2020). Neste sentido, varios fatores tem a capacidade de controlar a
pressdo arterial (PA), tais como hormonios sexuais como estrogénios, o metabolismo do dxido
nitrico (NO), o sistema renina-angiotensina-aldosterona, o sistema imunologico, a fun¢éo renal
e o transporte de sodio, contribuindo dessa forma em apresentar diferencas de acordo com o
sexo (COLAFELLA; DENTON, 2018; AHMED et al., 2019).

Na pre-menopausa as mulheres apresentam PA mais baixa do que os homens,
destacando que os homens s&o mais propensos a hipertensdo (GOITA et al., 2020). No entanto,
ap0s a menopausa, a incidéncia de hipertensdo é quatro vezes maior em mulheres, enquanto
que em homens da mesma idade é apenas trés vezes maior (BENJAMIN et al., 2017).

No Segundo Estudo de Salude de Enfermeiras, Nurses Health Study I1, estudo de coorte
prospectivo iniciado em 1991, que acompanhou 83.882 mulheres saudaveis com idades entre
25 e 41 anos durante 14 anos, observou-se que a obesidade foi o fator de risco mais significativo
para o desenvolvimento da HAS em mulheres (FORMAN; STAMPFER; CURHAN, 2009).

A HAS induzida por obesidade resulta de uma complexa interacéo de fatores genéticos,
comportamentais e ambientais e da relacdo entre esses fatores e o nivel socioeconémico e o
estilo de vida. Apresenta ainda relacdo com alteracGes graves na fisiologia CV e renal,
resultantes de elevacdes no volume plasmatico, retencao tubular de sodio e frequéncia cardiaca,
bem como uma diminuic&o inicial na resisténcia vascular sistémica (DLAMINI et al., 2019).

A HAS esta consistentemente relacionada ao sobrepeso/obesidade, com aumento de
duas a seis vezes na prevaléncia (WENGER et al., 2019). A perda de peso esta diretamente
associada a reducdo da PA em hipertensos (ECKEL et al., 2014).

Evidéncias epidemioldgicas tém revelado associagdo entre hipertensdo e fatores

dietéticos, sendo um elevado teor de fibra dietética considerado um componente importante das
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abordagens dietéticas vasoprotetoras. A fibra alimentar tem sido considerada um nutriente
alimentar benéfico, com efeitos protetores em varias doencas, como doencas cardiovasculares.
Assim, também se observa na literatura a relacdo entre fibra alimentar e diminuic¢éo do risco
para hipertensdo (WHELTON; HYRE.; PEDERSEN, 2005; CHEN et al., 2013; EVANS et al.,
2015; SUN et al., 2018)

Destaca-se que a dieta € considerada um dos principais fatores que contribuem para o
rapido aumento na incidéncia de distdrbios metabolicos, como obesidade, diabetes e doencas
cardiovasculares (Swinburn et al 2004 apud O’GORMAN; GIBBONS; BRENNAN, 2013).
Nesse sentido, a fibra dietética como parte de uma dieta saudavel, pode exercer um efeito
protetor no sistema cardiovascular. Os grdos integrais, ricos em fibras, apresentam uma mistura
Unica de componentes bioativos, tais como amidos resistentes, vitaminas, minerais,
fitoquimicos e antioxidantes (LATTIMER; HAUB, 2010).

A fibra tem sido associada a prevencdo de varias doencas e distarbios cardiovasculares.
Os beneficios da fibra dietética para a sadde tém sido estudados por muito tempo e receberam
destagque nas ultimas décadas. Uma maior ingestao de fibra alimentar esta associado a menor
risco de doencas cardiovasculares, desempenha um papel importante na saide intestinal, na
saciedade e perda de peso (BABIO et al., 2010). Estudos mostram que a ingestdo dietética de
fibras e vegetais esta associada com menor incidéncia de HA, mas 0s mecanismos envolvidos
ainda nao foram bem elucidados (ALJURAIBAN et al., 2015; ALEIXANDRE; MIGUEL,
2016; MARQUES et al., 2017).

Estudos transversais demonstraram que a maior ingestdo de fibras alimentares esta
inversamente associada a menor risco de hipertensao (DONG et al., 2019). Um estudo realizado
com homens e mulheres com mais de 18 anos de idade, baseado em um banco de dados de larga
escala representativo nacionalmente e sistema de classificagdo atualizado para hipertensdo em
2017, revelou que a ingestéo de fibra alimentar total, cereal e vegetal estava associada a menor
risco de hipertensdo na populagdo dos EUA. Porém, nesse mesmo estudo ndo foi encontrado
associacéo significativa de fibra alimentar de frutas e hipertensdo (SUN et al., de 2018).

Em uma meta-analise com ensaios clinicos randomizados, os pesquisadores
identificaram que a suplementagdo de fibra dietética reduz a pressao arterial (STREPPEL,
2005). Observando-se uma outra meta-analise, realizada com de 24 ensaios clinicos
randomizados, incluindo a suplementacdo de fibra com dose média de 11,5 g/dia, ocorreu
reducdo da pressdo arterial sistolica (PAS) em 1,13 mmHg e da pressdo arterial diastdlica
(PAD) em 1,26 mmHg. (WHELTON et al., 2005)
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Véarios mecanismos fisioldgicos tém sido propostos quanto ao efeito da reducdo da PA
a partir do consumo de fibras. Os efeitos hipolipidémicos e hipoglicémicos (CLARCK et al.,
2020) parecem estar ligados a parte soltvel da fibra alimentar e a sua capacidade de aumentar
a viscosidade no intestino, retardando a absor¢do de nutrientes e inibindo a absorcdo de
colesterol e acidos biliares (JOYCE et al., 2019) (Figura 1).

Segundo Joyce et al. (2019), a sintese e excrecdo de acidos biliares € a principal via pela
qual o colesterol é efetivamente eliminado do corpo. Assim, o consumo de fibra alimentar
parece melhorar os niveis séricos de lipidios e essa redugdo pode estar associada a melhora da
vasodilatacdo endotelial e estresse oxidativo, consequentemente, a diminuigdo dos niveis de
PA. Nesse sentido, estudos adicionais sdo necessarios para elucidar os mecanismos envolvidos
nos efeitos benéficos propostos do consumo de fibras nos niveis pressoricos
(ALEIXANDRE; MIGUEL, 2016; BERETTA et al., 2018).

Figura 1: Mecanismo proposto da acdo fibra dietética nas DCV.
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Fonte: Adaptado de SATIJA; HU, 2012.

Em relagdo a ingestdo de fibras a recomendacdo é de 14 g de fibra total por 1000 kcal
de ingestdo de energia, ou aproximadamente 25 g/dia para mulheres adultas e 38 g/dia para
homens adultos (BERETA et al., 2018). Os achados de algumas investigacdes tambem sugerem
que o papel da fibra dietética € mais dependente de seus tipos e fontes, em vez da quantidade
da ingestdo (MIRMIRAN et al., 2016).
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Segundo Slavin (2013), fibra alimentar é definida de forma diferente em vérios paises
do mundo, sendo algumas defini¢cdes baseadas em métodos analiticos de isolamento da fibra,
enquanto outros procuram defini-la em uma base fisioldgica. A fibra dietética abrange uma
ampla variedade de substancias que pertencem a familia dos carboidratos que resistem a
hidrdlise pelas enzimas alimentares humanas, mas séo fermentadas pela microflora de col6nias.
Assim, fazem parte de uma classe de compostos constituidos principalmente por
polissacarideos e substancias associadas que, quando ingeridas, ndo sofrem hidrolise, digestao
ou absor¢do no intestino delgado ¢ podem ser definidas como “qualquer material comestivel
que nao seja hidrolisado pelas enzimas endogenas do trato digestorio humano” (BRASIL, 2003;
FILISETTI et al., 2009).

As fibras alimentares podem ser divididas em dois grupos principais, dependendo de
sua solubilidade na &gua. Nos seres humanos, as fibras estruturais ou da matriz (lignina,
celulose e algumas hemiceluloses) sdo insolaveis, enquanto as fibras formadoras de gel naturais
(pectina, mucilagem e o restante das hemiceluloses) séo soltveis. As fibras alimentares solUveis
abrangem uma extensa variedade de compostos (principalmente de origem vegetal) com
beneficios fisioldgicos conhecidos, incluindo laxacdo e melhorias na homeostase da glicose e
dislipidemia (BERETTA et al., 2018)

As chamadas fibras solUveis da dieta sdo fermentadas em grande parte por uma grande
variedade de bactérias anaerdbicas que resultam em um aumento na biomassa bacteriana,
aumento na massa fecal, mudanca no pH intracoldnico, e producéo de &cidos graxos de cadeia
curta. Fibra soltvel por meio de suas propriedades viscosas, formam substancias gelatinosas no
trato gastrointestinal, que podem impedir que carboidratos e nutrientes sejam absorvidos de
forma eficiente e retardar o esvaziamento gastrico para reduzir a resposta glicémica pos-
prandial. Suas propriedades viscosas também podem capturar os &cidos biliares e o colesterol
para reduzir a resisténcia a insulina e a inflamagdo, levando a diminuicdo da PA (DONG et al.,
2019).

As fibras insolGveis sdo apenas marginalmente fermentadas; elas servem quase
exclusivamente como agentes de volume que resultam em menor tempo de transito e aumento
da massa fecal (SLAVIN, 2013).

Apenas polissacarideos foram incluidos na fibra alimentar originalmente, mas as
definicBes recentes incluiram oligossacarideos como fibra dietética, com base na sua medicao
guimica e sobre seus efeitos fisioldgicos. Inulina, fruto-oligossacarideos e outros
oligossacarideos séo incluidos como fibra em rotulos de alimentos nos EUA. Além disso,

oligossacarideos sdo os mais conhecidos prebioticos, um ingrediente fermentado seletivamente
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que permite alteracdes especificas, tanto na composicdo e/ou atividade na microflora
gastrointestinal que confere beneficios a saude do hospedeiro (MARQUES et al., 2017).
Assim, tanto a inulina como a oligofrutose possuem a maioria das caracteristicas de uma
fibra dietética e propde-se classifica-las como tal. Além disso, sdo fatores bifidogénicos, pois,
por razdes ainda desconhecidas, sdo principalmente fermentados por bifidobactérias. Consumir
mais alimentos ricos em fibras alimentares pode significar reduzir o risco de ganho de peso em
mulheres independentes dos niveis de atividade fisica e ingestdo de gordura dietética. Os
alimentos ricos em fibras sé&o considerados fontes nutricionalmente ricas em vitaminas,
minerais e energia de liberacdo lenta. Além disso, eles contém fitoquimicos, como fendlicos,
carotenodides, lignanas, beta-glucana e inulina. Estes produtos quimicos, secretados pelas
plantas, ndo sdo atualmente classificados como nutrientes essenciais, mas podem ser fatores
importantes na satde humana (LATTIMER; HAUB, 2010; DAVIS, 2018; SUN et al., 2018).

2.2 HIPERTENSAO ARTERIAL E POLIMORFISMO C677T DO GENE MTHFR

A hipertensdo arterial (HA) é considerada uma doenca complexa, poligénica e
multifatorial, que surge como resultado da interacdo entre fatores genéticos, epigenéticos e
ambientais (LIU et al., 2019). Devido a essa interacdo multifatorial, elucidar fatores genéticos
unicos e especificos que contribuem para o desenvolvimento da hipertensdo tem sido um
desafio. Além disso, novas mutacfes génicas e fatores epigenéticos que causam a variabilidade
da PA continuam a ser descobertos e vém aumentando a compreensdo da modulacgdo da PA.

Recentemente, numerosos estudos tem investigado que polimorfismos em alguns genes
especificos, entre eles 0 MTHFR, estdo associados a hipertensdo (NASSEREDDINE et al,
2012). O gene MTHFR esté localizado no brago curto do cromossomo 1 (1p.36.22) no genoma
humano e o seu principal transcrito resulta em uma proteina de 656 aminoacidos e peso
molecular de 150 kDa (FROSST et al., 1995).

Metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) é uma enzima reguladora chave que
desempenha um papel central no metabolismo da homocisteina, metionina e folato, catalisando
areducdo do 5,10-metilenotetrahidrofolato a 5-metiltetrahidrofolato que, por sua vez, participa
na conversao da homocisteina em metionina, fornecendo um grupo metil para diversas reagdes
bioldgicas, incluindo a metilagdo do DNA (NASSEREDDINE et al., 2015; WANG et al.,
2016). A dltima forma de folato é requerida pela metionina sintase para a conversdao da

homocisteina dependente de vitamina B-12 a metionina. Uma vez formado, a metionina é
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ativada pelo ATP para gerar S-adenosilmetionina, necessario para inimeras reaces de

metilacdo (Figura 2).

Figura 2: Metabolismo da homocisteina

Folato dietetico

|

Tetrahidrofolato

-~

5,10- metilenotetrahidrofolato

E77C —T mutagic = — =+ MTHFR

5 metiltetrahidrofolato Tetrahidrofolata

Homaocisteina
Metionina

5adenosilmetionina

Fonte: MADONNA; DE CATERINA, 2020.

O polimorfismos C677T do gene MTHFR resulta na substituicdo de uma alanina por
uma valina na enzima produzida e podem reduzir a atividade da enzima, levando ao aumento
da concentracdo de homocisteina plasmatica em alguns casos (FROSS et al., 1995). A hiper-
homocisteinemia é considerada um fator de risco importante para danos endoteliais e
consequentemente estresse oxidativo (HANKEY; EIKELBOOM, 1999) associada a
hipertensdo, pois induz constri¢do arteriolar, disfuncdo renal e aumento da reabsorcao de sédio,
levando a um desequilibrio do estado antioxidante (FRIDMAN et al., 2013).

O gendtipo 677TT estd associado a uma reducdo na disponibilidade de folato, altos
niveis de homocisteina e atividade enzimatica reduzida. Nesse sentido, varios estudos
epidemioldgicos investigaram as associacdes dos polimorfismos C677T e Al1298C da
metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) com hipertensdo (CAIl et al.,, 2014,
NASSEREDDINE, 2015;; SUN et al., 2005), diabetes tipo 2 (MTIRAOUI et al., 2007;
BENRAHMA et al., 2012), acidente vascular cerebral isquémico (HAMZ; TAZITI; NADIFI,
2011; BATTAS; NADIFI, 2013) e doencas metabolicas e neuroldgicas (ALAM, 2016).

Uma meta analise de 30 estudos caso controle, em paises asiaticos e europeus, realizada

por Wu et al (2014), indicaram que o polimorfismo MTHFR C677T contribuiu para um risco
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aumentado de HA. No entanto, nenhuma associacdo significativa foi detectada entre o
polimorfismo MTHFR A1298C e o risco de HA.

Corroborrando com o estudo anterior, Liu et al (2019) avaliou 953 pacientes com
hipertensdo no Nordeste da China e 1103 controles, com objetivo de examinar a associacéo
dos polimorfismos do gene MTHFR com HA. O resultado mostrou que o polimorfismo C677T
do gene MTHFR nao foi significativamente associados a hipertensdo. J& em uma meta-analise
de 114 estudos com 15411 casos e 21970 controles mostrou que o polimorfismo C677T estava

significativamente associado & hipertensdo na gravidez (YAN et al., 2014).

2.3 HIPERTENSAO ARTERIAL E METABOLOMICA

Metaboldmica € um novo método de analise bioldgica para fornecer analises precisas
de pequenas moléculas (<1500 Da) associadas ao metabolismo humano, que tem sido
amplamente utilizado no campo da biologia de sistemas nos ultimos anos (SONG et al.
,2019). O metaboloma representa um conjunto de todos os metabolitos presentes na célula,
tecido, 6rgdo ou organismo em um determinado momento (BUJAK et al., 2015). Diversos
autores conceituam metabolémica como uma técnica analitica que visa identificar e quantificar
pequenos metabolitos fornecendo informacges precisas sobre perturbacdo do metabolismo nas
doencas humanas e foi recentemente introduzido em estudos de hipertensdo arterial
(KADDURAH-DAOUK; KRISHNAN; WEINSHILBOUM, 2008; O’GORMAN; GIBBONS;
BRENNAN, 2013; LIU; LOCASALE, 2017).

Menni et al. (2015), também relata que os recentes avancos na metabolémica
permitiram um teste de alta produtividade de um extenso conjunto de pequenas moléculas em
uma série de fluidos bioldgicos. Metabdlitos de baixo peso molecular representam o0s
intermediarios e produtos finais de vias metabdlicas que refletem funcdes fisioldgicas, sdo
produtos finais da expressdo génica e que podem espelhar também o0s estagios iniciais de um
estado patoldgico. Além disso, a metaboldmica oferece uma nova abordagem para ajudar na
pesquisa clinica de diagnostico e tratamento de doengas em um curto espaco de tempo, Vvisto
que pode complementar o estudo da transcriptdmica, gendémica e protedmica, em virtude da
possibilidade de analisar as alteragbes de pequenos metabdlitos, compostos totalmente
diferentes de DNA, RNA e proteinas (SONG et al., 2019). Assim, de acordo com McGarrah
et al. (2018); Leon-Mimila et al., (2019), o perfil metabolémico também integra informacdes
importantes que refletem a variacdo gendmica, epigenética e transcriptdmica com o efeito de

exposicOes ambientais, como dieta, atividade fisica que € Unica para cada individuo.
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A sensibilidade e especificidade das técnicas de deteccdo aumentaram rapidamente,
permitindo uma caracterizacéo e quantificacdo mais precisa de varios metabdlitos em uma unica
amostra (STRINGER et al., 2016). Os dois métodos de deteccdo mais comumente utilizados
em metabolémica sdo ressonancia magnética nuclear (NMR) e espectrometria de massa (MS)
incluindo cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa [LC-MS] e cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa [GC-MS]. Além disso, sangue, urina, saliva e
tecidos doentes sdo frequentemente utilizados como amostras de deteccdo para analise
metaboldmica. Como um método de alto rendimento, o NMR pode ser usado para analisar
centenas de pequenas moléculas simultaneamente e de forma eficiente em amostras humanas,
incluindo sangue, soro e tecidos

O desenvolvimento e aplicacdo de métodos analiticos para a analise detalhada de fluidos
corporais levou a descoberta de véarios biomarcadores de doencas. Recentemente,
espectrometria de massa (EM), espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) e
técnicas estatisticas multivariadas foram incorporadas a uma abordagem multidisciplinar para
o perfil de alteracBes em pequenas moléculas associadas ao aparecimento e progressdo de
doencas humanas. O objetivo desses esforcos € identificar metabdlitos que estdo
exclusivamente correlacionados com uma doen¢a humana especifica, a fim de diagnosticar e

tratar com precisdo a doenca (Figura 3).

Figura 3: Fluxo de estudos metabol6micos baseados em NMR na descoberta de biomarcadores
relacionados a doenca.
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O metaboloma pode se adaptar rapidamente as condigdes fisiologicas, fisiopatoldgicas
e ambientais, fornecendo assim um instantdneo status de um individuo. Varios fatores,
incluindo a idade, estdo relacionados as diferencas nos niveis de metabolitos
(ARNETT;GRAF,2020).

Nos ultimos anos, a ressondncia magnética nuclear de protons (1H-RMN) tem
desempenhado um papel importante como ferramenta analitica para amostras de soro e plasma
(MARTIN et al., 2020). Trata-se de um campo relativamente novo de pesquisa que tem sido
usado para avaliar as perturbacbes metabolicas associadas a doenca, identificar seus
biomarcadores além de avaliar e prever seguranca e a eficacia dos medicamentos. Tem sido
cada vez mais utilizada para caracterizar fatores de risco relacionadas a doenca cardiovascular,
incluindo hipertensdo, e parece ter um potencial significativo para descobrir mecanismos desta
complexa doenga (NIKOLIC et al., 2014; HILTUNEN et al., 2017).

E entre as técnicas utilizadas na metaboldmica, RMN tornou-se uma boa escolha, por
suas vantagens inerentes, tais como: informacéo estrutural mais profunda; monitoramento em
tempo real com controle da temperatura; requer pouca ou nenhuma manipulacdo de amostra,
facil para quantificagdo, ndo destrutivo, necessita de uma amostra minima para processamento
(LIU et al., 2015: LIU; LOCASALE,2017). Portanto, a espectroscopia RMN é um método
analitico com a capacidade de deteccdo, identificacdo e quantificacdo simultaneas de varias
centenas de metabdlitos na matriz bioldgica.

Como desvantagem da RMN podemos citar: baixa sensibilidade e seletividade, pode
apresentar regides espectrais com sobreposi¢cdo de sinais, comprometendo a interpretacdo dos
resultados (EMWAS et al., 2019). A RMN detecta caracteristicas moleculares medindo uma
propriedade magnética intrinseca de nucleos atbmicos (ou seja, o "spin™) que codifica
informacdes sobre 0 ambiente quimico e, portanto, sua estrutura molecular (LIU; LOCASALE,
2017). Assim, a metabolomica baseada em RMN tem sido aplicado com sucesso em toxicidade
induzida por drogas, avaliagdo de seguranca de medicamentos e estudo de mecanismo como
também em estudos com dietas como fibras, carnes e peixes (GRIFFITHS, 2010).

Uma vez que os metabolitos representam o produto final de processos celulares,
incluindo genes, RNAm, atividade protéica e interacbes complexas bidirecionais entre estes
componentes da biologia do sistema, a metabolémica oferece uma visdo Unica do fenétipo
metabdlico e perturbacdes fenotipicas associadas a doengas, como bem como a influéncia de
fatores ambientais (por exemplo, dieta,atividade, comportamento, doenga e tratamento médico
/ cirurgico). No entanto, relativamente poucos estudos envolvendo a metabolémica empregada

no estudo da hipertensdo em animais ou humanos foram desenvolvidos (NIKOLIC et al., 2014).
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As trés abordagens geralmente empregadas ao usar metaboldomica na descoberta de
biomarcadores na dieta sdo: intervencGes agudas com objetivo de consumir quantidades
especificas de um alimento teste; estudos de coorte onde os perfis metabdlicos sdo comparados
entre consumidores e ndo consumidores de um alimento especifico e a analise de padrdes e
perfis metabdlicos para identificar biomarcadores (NIKOLIC et al., 2014).

A relacdo genética tem sido amplamente explorada na hipertenséo arterial, no entanto,
as perturbacdes nas vias metabolicas e bioquimicas ainda permanecem pouco investigadas, logo
0 uso de ferramentas metabol6micas para sondar os aspectos metabolicos da HA pode melhorar
compreensdo de vias bioquimicas alteradas. Nesse sentido, estudos experimentais utilizando
amostras de urina de ratos geneticamente hipertensos sugerem uma estreita associacao entre
perfis de RMN e metabolismo perturbado. Estudiosos abordaram a questdo da busca e
sondagem em hipertensdo usando espectroscopia de RMN de prétons, mas eles ou
representavam dados preliminares ou representavam subtipos de hipertensdo usando amostras
intactas de soro ou plasma obtidas de seres humanos (AMETA et al., 2017).

Um estudo realizado com amostras de soro filtradas de 64 pacientes com hipertenséo
essencial, sendo 59 pertencentes ao grupo controle saudavel do sexo masculino, entre 35 e 50
anos foram analisados utilizando espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) com
objetivo de quantificar os metabdlicos que causam diferencas entre dois grupos. Os dados da
RMN mostraram metabolitos significativamente alterados alanina, arginina, metionina,
piruvato, adenina e uracilo no grupo de hipertensos (AMETA et al., 2017).

Goita et al., (2020) avaliaram os perfis metabdlicos plasmaticos utilizando a
metabolémica por meio da espectrometria de massa, em 64 individuos com idades entre 34 e
60 anos, sendo 28 hipertensos (13 mulheres e 15 homens) e 36 ndo hipertensos (18 mulheres e
18 homens). Foi identificado um aumento consideravel de fosfatidilcolinas no sangue de
hipertensos em ambos o0s sexos, e nas mulheres especificamente outros metabdlitos
aumentaram, incluindo aminoacidos: arginina, leucina, isoleucina, triptofano, fenilalanina,
tirosina, lisina, glutamina, histidina, metionina.

Outro estudo com amostras de plasma de homens jovens hipertensos e controle
saudaveis, sendo vinte hipertensos (18-35 anos de idade) no estagio 1 de hipertenséo e vinte
saudaveis (20-35 anos de idade), revelaram distrbios no metabolismo de aminoacidos em
homens jovens hipertensos. Nesse sentido, disturbios do metabolismo de aminoacidos podem
predispor a hipertensdo em homens jovens relatando que variagcdes metabdlicas ocorrem numa
fase precoce da hipertensdo (WANG et al.,2015).
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Segundo Liu e Locasale (2017) e Ser et al., (2015), um dos maiores desafios para a
metabolémica é encontrar a melhor maneira de obter uma visdo biolégica com o desenho
experimental apropriado, pois a selecdo de modelos experimentais sdo um componente
essencial neste processo. Melhores abordagens para padronizar dados metabolémicos também
s80 essenciais para avangar no campo. Assim, esforcos estdo em andamento para criar melhores
procedimentos de normalizacdo e melhores protocolos para obter rapidamente valores
absolutos de concentracdo de metabdlitos.

N&o existe limitacdo do tipo de amostra que é adequado para um estudo metabolémico.
No entanto, o tipo de amostra e os metaboélitos de interesse determinam os procedimentos
apropriados de preparo da amostra. Além disso, a interpretacdo dos dados é marcadamente
diferente dependendo do sistema bioldgico que os metabdlitos originaram. Por exemplo, para
comparar os estados de salde e doenca ou para estudar as a¢gdes dos medicamentos, medir o
nivel de um metabdlito no soro pode ser um substituto razoavel para uma funcéo fisioldgica,
uma vez que o metaboloma do soro sofre efeito da dieta, ambiente e resposta do corpo a uma
doenca ou a um medicamento; no entanto, medir esse mesmo nivel de metabolito em um tecido
teria uma interpretacdo diferente, porque reflete mais o efeito autbnomo da célula (LIU;
LOCASALE, 2017).

Nesse sentido, a metaboldémica oferece ferramentas de plataforma poderosas para
explorar alteracGes metabolicas associadas a estados fisiopatoldgicos da doenca cardiovascular,
como a hipertensdo (NIKOLIC et al., 2014 ; TZOULAKI et al., 2018). Assim, metabolomica
promete fornecer uma visdo sobre mecanismos subjacentes a hipertensdo, previsdo de
progressdo da doenca ou novos tratamentos. Como as alteracbes patoldgicas nos pacientes
hipertensos resultardo em alteracbes metabolicas, a realizacdo de andlises metabolémicas
desses metabdlitos induzidos pela doenca ndo apenas facilita uma melhor compreensdo dos
processos patolégicos e das vias metabdlicas das biomoléculas para descobrir biomarcadores,

mas também auxilia no diagndstico clinico e fornece terapia direcionada e prevencao precoce.

2.4 OBESIDADE E METABOLOMICA

A pandemia da obesidade tornou-se um dos principais problemas de salde publica do
século XXI, contribuindo para o desenvolvimento de varias altera¢cbes metabdlicas, como
intolerancia a glicose, dislipidemia e hipertensdo, aumentando o risco de doencas cronicas,
incapacidade e morte precoce (UGARTE et al., 2019; JIANG et al., 2016). Na Europa, 30% da
populacédo apresenta obesidade e mais da metade sobrepeso (SALGADO et al., 2014). Em todo
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0 mundo, estima-se que 2,8 milhdes de pessoas morrem a cada ano como um resultado de
excesso de peso ou obesidade (AMUGSI et al., 2017). A obesidade tem aumentado cada vez
mais nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento, sendo 0s grupos populacionais mais
vulneraveis e socialmente desfavorecidos os mais comumente afetados (ARROYO; MINCEY,
2016; ALEKSANDROVA et al., 2020).

Nas ultimas trés décadas, a prevaléncia de obesidade e sobrepeso aumentou
substancialmente e afeta mais de 600 milhdes de pessoas em todo o mundo. Segundo
estimativas da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), em 2016, 1,9 bilh&o de pessoas (40% da
populagdo mundial) estavam com sobrepeso e, destas, mais de 650 milhdes (13% da populacédo
mundial) eram obesos (ALEKSANDROVA et al., 2020; DIAS et al., 2017).).

As doencas cardiovasculares, a principal causa de mortalidade em todo o mundo,
particularmente hipertensdo e diabetes, sdo as principais doencas associadas a obesidade. O
aumento da presséo arterial se mostrou associado ao ganho de peso e estima-se que 60 a 70%
da hipertensdo dos adultos esteja relacionada a adiposidade (NURDIANTAMI et al., 2017;
KOTCHEN, 2010).

Devido a alta prevaléncia de obesidade e suas consequéncias para a saude, estratégias
eficazes de reducdo e manutencao de peso sdo necessarias. Varios fatores interferem no ganho
excessivo de peso, tais como: predisposicdo genética, nutricdo inadequada, fatores
comportamentais, ambientais e sociais. Assim, a obesidade recentemente foi reconhecida como
uma doenga cronica, sistémica e multicausal, resultante do balango energético positivo de longo
prazo com o desenvolvimento de excesso de adiposidade, que ao longo do tempo leva a
anormalidades estruturais, desarranjos fisioldgicos e deficiéncias funcionais (JASTREBOFF et
al., 2019).

No Brasil, a prevaléncia da obesidade vem aumentando drasticamente na populagao nos
ultimos anos, sendo mais expressivo na classe com menor rendimento familiar. Uma pesquisa
realizada no Brasil com uma amostra de 59.402 individuos adultos, as prevaléncias de
obesidade foram de 16,8% para homens e 24,4% para mulheres, sendo mais frequente a partir
entre 40 e 59 anos, em baixo nivel de instrucdo baixo e na raga/cor preta (FERREIRA,;
SZWARCWALD; DAMACENA, 2019).

A obesidade é definida como um peso igual ou maior que 20% acima do peso ideal e
resulta do desequilibrio entre o consumo e o gasto de energia, sendo classificada oficialmente
como uma doenca cronica em 1990 (AGHA; AGHA, 2017). O IMC (indice de massa corporal)
é o calculo mais comumente utilizado para avaliacdo da adiposidade corporal, por ser

considerado um método simples, barato e de facil aplicabilidade. O IMC é um bom indicador,
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mas ndo totalmente correlacionado com a gordura corporal. Sendo assim, o valor do IMC ¢
usado para diagnosticar o estagio de sobrepeso ou obesidade, fixando em 25,9a29kg/m?2 o
IMC para sobrepeso, enquanto que o IMC maior que 30 kg/m? constitui obesidade
(DIRETRIZES BRASILEIRA DE OBESIDADE, 2016).

De acordo com Stevens et al. (2020), varios mecanismos moleculares estdo envolvidos
na obesidade, incluindo perturbagdes em varios processos metabolicos, metabolismo lipidico,
sensibilidade a insulina, producdo de adipocinas e inflamacdo (STEVENS, 2020). A razéo
leptina / adiponectina geralmente é elevada na obesidade, ou seja, individuos com maior indice
de massa corporal (IMC) apresenta concentraces mais altas de leptina e diminuicéo dos niveis
de adiponectina anti-inflamatéria (MARTIN, et al., 2020).

Em relacdo a etiologia da obesidade, trata-se de uma condi¢do complexa e multifatorial,
resultando da interagdo de genes, ambiente, estilo de vida e fatores emocionais. Os fatores
ambientais associados a obesidade incluem status socioecondmico, etnia, regido de residéncia
e vida urbana. A predisposicdo genética pode ser determinante para o aumento de peso, no
entanto, ha estudos que sugerem que a predisposicao genética nao leva automaticamente ao
desenvolvimento da obesidade, pois o estilo de vida como habitos alimentares e a pratica de
atividade fisica podem desempenhar um papel mais significativo na quantidade de peso
adquirida (DORANTES; LOPEZ; AGUILLAR, 2020)

Além disso, um estilo de vida sedentario, bem como fatores psicologicos, como
depressdo, baixa autoestima ou auséncia de sono noturno, também contribuem em grande parte
para 0 aumento de peso. Assim, novas hipoteses, como a influéncia do estresse, alteracoes
imunoldgicas, deficiéncia de micronutrientes, microbiota intestinal e substancias quimicas que
alteram o sistema enddcrino, modificando o balanco energético, também estdo sendo
investigadas (SALGADO et al., 2014; JIANG et al., 2016).

Avancos tecnoldgicos das ultimas décadas e a identificacdo de novos biomarcadores
“Omicos” pode trazer conhecimento sobre a etiologia da obesidade e suas ligagdes

uA

fisiopatolégicas com doencas crénicas. Além disso, biomarcadores "dmicos™ podem ajudar a
obter uma caracterizacdo refinada dos fenodtipos da obesidade e servir como alvos para

prevencdo e terapia de precisdo (IKRAM, 2015; ALEKSANDROVA et al., 2020) (Figura 4)
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Figura 4: Plataformas “Omicas” na investigacdo da obesidade
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Fonte: Adaptado de ALEKSANDROVA, 2019.

Nesse sentido, a metabolémica visa medir a totalidade dos metab6litos em um
determinado sistema bioldgico (GRIFFITHS, 2010), entre eles lipidios, aminoacidos,
peptideos, acidos organicos e carboidratos. Mais recentemente, a lipidémica emergiu como um
importante ramo da metaboldmica com especial relevancia para a pesquisa da obesidade.
Muitos estudos usaram perfis metaboldmicos para identificar metabolitos e vias metabdlicas
que sdo alteradas em individuos com sobrepeso e obesidade

De acordo com Stevens et al. (2020), os mecanismos moleculares pelos quais 0 excesso
de peso corporal afeta o desenvolvimento da doenca incluem perturbagfes em Varios processos
metabdlicos, incluindo metabolismo de lipidios, sensibilidade a insulina, producdo de
adipocinas e inflamacdo. Alguns estudos descobriram que os niveis de varios aminoacidos,
incluindo os aminoacidos de cadeia ramificada (BCAAS) leucina, isoleucina e valina, sdo mais
elevados na obesidade, assim como numerosos lipidios, incluindo acidos graxos gordurosos,
glicerofosfolipidios e esfingolipidios, bem como os carboidratos glicose e manose. Em uma
revisdo sistematica realizada por Cheng et al. (2021), observou-se que aminoacidos de cadeia
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ramificada (isoleucina, leucina e valina), aminoacidos aromaticos (fenilalanina e tirosina),
lipidios (&cido palmitico, &cido palmitoléico, acido oleico, acido eicosapentaendico e acido
docosahexaenoico) e niveis de acilcarnitinas (propionil carnitina) podem ser elevados em
obesos metabolicamente ndo saudaveis.

Segundo Cirulli et al. (2019), a obesidade pode levar a uma profunda perturbacdo do
metaboloma plasmatico. Assim, muitos estudos usaram perfis metabolémicos para identificar
metabolitos e vias metabdlicas que sdo alteradas em individuos com sobrepeso e obesidade.
Estudos com metabolémica comparando obesos e eutroficos tem demonstrado diferengas nas
concentragfes de metabdlicos nessa populacdo. Bagheri et al. (2019) observaram o perfil
metabolémico de alguns aminoacidos e lipidios polares em obesos e eutréficos, tais como:
aminoacidos de cadeia ramificada, alanina, acido glutamico, prolina, tirosina, diacil
fosfatidilcolina e lisofosfatidilcolina que foram maiores nos obesos, enguanto asparagina,
serina, acil-alquil-fosfatidilcolinas e outras lisofosfatidilcolinas circulantes foram superiores
nos controles. Assim, certos metabolitos a base da colina, como fosfatidilcolinas (representando
95% do total da colina nos tecidos) e lisofosfatidilcolinas estdo comumente alterados com a
presenca da obesidade.

Chashmnian et al. (2020), investigou padrfes metabolicos de individuos obesos
(metabolicamente saudaveis e ndo saudaveis) e ndo obesos (saudavel e ndo saudavel) para
distinguir um estado metabolico entre os grupos. Para atingir este objetivo, foi realizado um
estudo metabolomico com idade e IMC semelhantes, bem como amostras pareadas
aproximadamente por sexo em cada grupo. Os metabdlitos do soro foram inicialmente tracados
usando espectroscopia de *H-NMR. Ao comparar o metaboloma de individuos obeso saudavel
e obeso ndo saudavel, varios metabolitos diferenciais, como glutamina, asparagina, alanina,
prolina, L-glutationa reduzida, 2-aminobutirato, taurina, betaina, tagatose, colina e D-
esfingosina foram descobertos. Os metabdlitos diferenciais em comparacdo com os individuos
ndo obeso saudavel e obeso saudavel foram alanina, glicina, glutamina, histidina, L-glutationa
reduzida, betaina, tagatose, isoleucina, L-prolina, acido coélico e carnitina. Além disso, trés
metabolitos antioxidantes, L-glutationa reduzida (GSH), 2-aminobutirato e taurina
apresentaram niveis mais elevados em individuos obesos saudaveis.

Pasanta et al. (2019) investigou os perfis lipidicos de metabdlitos no soro utilizando *H-
NMR em 46 adultos jovens obesos e eutroficos, de ambos 0s sexos com idades entre 18 e 25
anos. O espectro do grupo com excesso de peso mostrou lipidios, a-glicose e B-glicose
ligeiramente maiores. Portanto, os niveis de triglicerideos, LDL e VLDL, HbAlc e glicemia

foram significativamente maiores no grupo obeso, com HDL significativamente mais baixo.



32

Ainda sobre o estudo de Pasanta et al. (2019), houve um aumento ndo significativo da colina

no grupo obeso em relacdo ao eutrdfico, sugerindo uma alteracdo no metabolismo lipidico.
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4 ABORDAGEM METODOLOGICA

4.1 CARACTERIZACAO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo de intervencdo duplo-cego placebo controlado, realizado no
periodo de margo a dezembro de 2018. O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa do CCS/UFPB, sob o CAAE de numero: 64573917.4.0000.5188
(ANEXO A). As participantes foram convidadas e devidamente elucidadas a respeito dos
objetivos, respeitando-se as diretrizes éticas, para posterior consentimento de participacao
mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), segundo as
normas éticas para pesquisa envolvendo seres humanos, constantes da Resolucao 466/2012 do

Conselho Nacional da Satide/Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa.

4.2 POPULACAO E AMOSTRA

A amostra foi composta por mulheres hipertensas com excesso de peso, na faixa etaria
de 20 a 60 anos, sendo este dividido aleatoriamente em dois grupos: um grupo experimental
suplementado com fibra dietética mista (n=14) e outro placebo suplementado com amido de
milho (n=12), perfazendo um total de 26 mulheres.

A amostra foi selecionada no Hemocentro de Jodo Pessoa na Paraiba, no momento que
as mesmas estavam presentes para doacao voluntaria de sangue, sendo convidadas a participar
da pesquisa, respeitando os critérios de incluséo.

Foram excluidas da amostra as pacientes portadoras de doencas graves, tais como
insuficiéncia hepética, insuficiéncia cardiaca congestiva (graus 3 e 4), insuficiéncia renal com
valores de creatinina superiores a 3,0 mg/dL, hipertensdo arterial secundaria, ou com valores
da pressao arterial sistolica> 180 mmHg ou diastolica> 110 mmHg, deficiéncias psiquiatricas
graves e ocorréncia de evento cardiovascular dentro de um periodo prévio inferior a trés meses
ou, ainda, aqueles que apresentassem quaisquer condic¢des que pudessem interferir no resultado,
ou na conducdo do estudo, como dependéncia quimica e dificuldade de compreender as
orientagdes (CARVALHO et al., 2012).

O célculo amostral foi realizado com base no efeito da fibra encontrado nos valores
pressoricos em estudo piloto, realizado com 20 mulheres. Adotou-se uma confiabilidade de
95% (erro o= 1,96) e margem de erro de 5% e o erro B com poder de 80% (0,84) e a partir dai
foi estimado o desvio padréo dessa distribuicdo e se considerou como diferenca de efeito da
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fibra de 12 mmHg. Encontrando-se um n por grupo de no minimo 11 mulheres. As participantes

foram distribuidas aleatoriamente em dois grupos: um grupo intervencao e o outro placebo

n=(+p)"?x2x (DP)

dz
n = (1,964 0,84)* x 2 X (10) 2

122
n=1(28)x2x100

144
n=784x%x2x100

144
n = 1568
144

n = 10,88 = 11 participantes por grupos

Figura 5: Fluxograma do protocolo de intervencdo

Mulheres hipertensas com excesso de peso selecionadas no Hemocentro
com base nos critérios de inclusdo

26 MULHERES DIVIDIDAS EM DOIS

GRUPOS
Gl:Intervencédo G2: Placebo
Hipertensas (14): saché Hipertensas (12):
com 12grs de fibras saché com 12 grs de
soltveis (7g) e placebo (amido de
insolveis (59 ) milho)

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

4.3 PROCEDIMENTOS DA PESQUISA

A intervencao foi realizada por um periodo de oito semanas, sendo 0 acompanhamento
realizado em dois momentos: antes e apds intervencdo. Em cada momento foram realizadas
avaliagdes dos niveis pressoricos, do consumo alimentar, dos valores bioquimicos de colesterol
total, triglicerideos, PCR-us e glicemia de jejum.

As mulheres selecionadas que aceitaram participar do estudo de intervencao

mantiveram os habitos alimentares e nivel de atividade fisica estaveis por pelo menos quatro
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semanas, antes do inicio da intervencdo (SWITZENY et al., 2012) e informarem ndo ter
pretensdo de modifica-los durante o estudo. Todas as terapias medicas continuaram inalteradas
ao longo do estudo.

No quadro 1 sdo apresentados a composicdo do suplemento contendo nutracéutico a
base de fibras mistas utilizado pelas mulheres durante a intervencéo.

Quadro 1- Composicdo do suplemento contendo nutracéutico a base de fibras mistas solGveis

(79) e fibras insoluveis (5g)

Composicdo do suplemento de | Dosagem Propriedade fisico quimica
fibra mista
Goma Guar 49 Alta Solubilidade, viscosidade e

fermentabilidade
Nutraflora (FOS) 1g Alta Solubilidade, viscosidade e baixa

fermentabilidade

Psylium 290 Alta Solubilidade, viscosidade e baixa
fermentabilidade

Celulose microcristalina 59 Baixa Solubilidade, viscosidade e

fermentabilidade

Fonte: Dados da pesquisa, 2020

O recordatdrio de 24 horas foi utilizado para avaliar o consumo habitual da populacdo
estudada, sendo aplicado duas vezes para cada individuo, nas fases de pré e p6s intervencéo.
Para auxiliar nas respostas aos recordatorios, foi utilizado um album de desenhos das porgdes
médias dos alimentos (ASCIUTTI et al 2005) cuja referéncia foi a validacdo de um questionario
de frequencia validado para a populacdo de mulheres da regido nordeste do Brasil (LIMA et al.
2008). Os recordatdrios foram digitados no software virtual nutri plus e o consumo habitual pré
e pos intervencdo foram obtidos por meio do Software MSM (Multplie Source Method) que
realiza a corre¢do da variabilidade intraindividual dos dados dietéticos.

A hipertensdo arterial sisttmica foi avaliada por enfermeiro utilizando os critérios
propostos pela Sociedade Brasileira de Cardiologia, em sua Diretriz da Hipertensdo do ano de
2010 (SBC, 2010), que consiste na realizacdo de trés medidas de PA com intervalo de um
minuto entre cada aferi¢cdo, com o equipamento OMRON HEM-742INT. Para a presente tese,

as pacientes com HAS foram selecionados quando apresentavam a média das aferi¢des de
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pressdo arterial sistolica e diastolica com resultados >130 ou > 80 mmHg, mas inferior a 180
mmHg e 110 mmHg respectivamente, e em uso de medicamentos anti-hipertensivos ou néo e

como normal quando menor que 130 e 80 mmHg.

4.3.1 Analise dos parametros bioquimicos

As amostras de sangue foram coletadas ap6s pelo menos 10 horas de jejum para o perfil
clinico e analise metaboldmica. Foram realizadas analises pré e pos intervencdo do perfil
lipidico: colesterol sérico (CT), triglicerideos (TG), lipoproteinas de alta densidade (HDL-C),
lipoproteinas de baixa densidade (LDL-C), assim como glicemia de jejum e proteina C reativa
ultrassensivel (PCR-us). Para as anélises bioguimicas, o sangue foi coletado por meio de puncao
venosa em 3 tubos estéreis diferentes: tubo 1 (com anticoagulante EDTA K3), tubo 2 (com
anticoagulante fluoreto de s6dio) e tubo 3 (com ativador de coagulo). As amostras dos tubos 2
e 3 foram centrifugadas imediatamente para obtencdo de plasma e soro respectivamente e
submetidas a analise em periodo inferior a 2 horas apos a coleta

A determinagdo quantitativa da PCRus foi realizada no Laboratério Hemato/Jodo
Pessoa, para realizacdo da quantificacdo no soro através do uso do conjunto diagndstico de
Proteina C-Reativa Turbidimetria, cujo principio analitico € o método turbidimétrico com latex
aprimorado, seguindo as instrucdes fornecidas pelo fabricante, com metodologia ultrassensivel
especifica para monitoramento em cardiologia, e linearidade de 0,1 a 15 mg/l. (LIMA et al.,
2007). Valor de referéncia: risco alto: superior a 3,00 mg/L; risco médio: 1,00 a 3,00 mg/L e
risco baixo: inferior a 1,00 mg/L.

A glicose plasmatica em jejum foi mensurada por método enzimatico Cooper (1973),
sendo considerados os valores de referéncia: < 99 mg/dL (normal), 100-125 mg/dL (pré-
diabetes) e > 126 mg/dL (diabetes) (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2017).

Em relacdo a determinagdo das fragdes lipidicas colesterol total, HDL e triglicerideos
estas foram medidas por meio de ensaio enziméatico (BUCOLO; DAVID, 1973; ALLAIN et
al.,1974). Na aliquota do soro foram realizadas dosagens de HDL (método ultra-centrifugagéo
detergente-seletivo, colesterol total e triglicerideos (método enzimatico-trinder) em analisador
automatizado utilizando kit comercial Labtest. O valar de referéncia desejavel para o HDL-c é
> 40mg/dL (MAGALHAES, 2017).

A concentragdo do do LDL-C foi determinada pela equagéo de Friedewald: LDL-C =
ColT-HDL-C — (Trig/5), a partir das concentracdes do colesterol total, do colesterol presente
nas lipoproteinas de alta densidade (HDL-C), e dos triglicerideos. E considerado desejavel
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abaixo de 130 mg/dL, limitrofe entre 130-159 mg/dL, e alto a partir de 160 mg/dL
(FRIEDEWALD; LEVI; FREDRICKSON, 1972).

Quadro 2: Valores de referéncias dos exames

Bioquimica sanguinea Metodo utilizado Valor de referencia
Glicemia Método enzimatico Cooper | < 99 mg/dL (normal), 100-
125 mg/dL (pré-diabetes) e >
126 mg/dL (diabetes)

Colesterol total (mg/dL) Ensaio enzimatico < 200 mg/dL

LDL-C Ensaio enzimatico < 130 mg/dL,

HDL-C Ensaio enzimatico > 40 mg/dL

Triglicerideos método ultra-centrifugacdo | <130 mg/dL; limitrofe entre
detergente-seletivo 130-159 mg/dL, e alto a

partir de 160 mg/dL

Proteina C Reativa Método turbidimétrico com | risco alto: superior a 3,00

latex aprimorado mg/L; risco médio: 1,00 a

3,00 mg/L e risco baixo:
inferior a 1,00 mg/L.

Fonte: Magalhaes, 2017; Friedewald; Levi; Fredrickson, 1972.

4.3.2 Avaliacdo antropométrica

Para o célculo do indice de massa corporal (IMC), utilizou-se os valores de peso
corporal (kg) dividido pelo quadrado da altura (metros), adotando-se o0s pontos de corte
recomendados pela World Health Organization (WHO) para adultos de 20 a 59 anos de idade,
de acordo com o quadro 3. As medicdes do peso e altura foram realizadas em triplicata,
respeitando a média dos trés valores (KAC, SICHIERY E GIGANTE, 2007).

Quadro 3- Classifica¢do do IMC

Peso IMC kg/m?
Baixo peso <18,5 kg/m?
Peso normal 18,5-24,9 kg/m?
Sobrepeso 25-29,9 kg/m?
Obesidade 30,0-39,9 kg/m?
Extremamente obeso >40 kg/m?

Fonte: WHO, 2000
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Para a mensuracdo do peso, foi utilizada uma balanca digital eletronica, da marca
PLENNA, modelo Luminamea 02550, com capacidade de até 150 Kg e precisao de 100 g. Para
a tomada de medidas de estatura utilizou-se uma fita métrica elaborada por técnicos da
Fundagéo de Assisténcia ao Estudante e utilizada no Programa Mundial de Alimentos, ndo
extensivel de 2 m de comprimento, fixada com fita adesiva numa parede plana sem rodapé, em
um lugar iluminado, que permitisse uma boa leitura. Foram realizadas medicgdes de peso e altura
em triplicata de forma a ser utilizada a média dos trés valores conforme recomendacéo de Kac,
Sichiery e Gigante (2007).

Para determinar o estado de obesidade abdominal, foi utilizado como indicador a
circunferéncia da cintura (CC), sendo esta realizada em triplicata, utilizando-se a média entre
os valores obtidos, com o auxilio de uma fita métrica inextensivel, de fibra de vidro com escala
de 0-200 cm e resolugéo de 0,1cm (WHO, 2008).

Para a medic&o foi estabelecido o recomendado pela WHO (2008) e Ross et al. (2008),
no qual o adulto ficou em posic¢do ereta, com 0s pés juntos, os bragos descontraidos ao lado do
corpo, e apds expiracdo, com o abdomém relaxado, a fita colocada no menor perimetro da
cintura, sem compressao dos tecidos. Os pontos de corte considerados para a determinacao da
obesidade abdominal foram >88 cm para mulheres, segundo recomendacdes do NCEP

(National Cholesterol Education Program, 2002).

4.4 ISOLAMENTO DE DNA DE LEUCOCITOS

As amostras de sangue foram diluidas em uma primeira solucdo de lise, contendo 10
mM Tris-H ClpH 8, 5 mM EDTA, 0,3 M sacarose, Triton-X-100 1%. Em seguida as amostras
foram centrifugadas a 3.200 rpm para descarte do sobrenadante. Esse processo sera repetido
por 3 vezes no intuito de obter um precipitado de leucécitos livre de resquicios de hemoglobina.
O precipitado sera entdo ressuspenso em solucao de lise contendo 10 mM Tris-HCI pH 8, 0,5%
dodecil sulfato de sodio (SDS), 5 mM EDTA, 0,2 pg de proteinase K (Invitrogen, Carlsbad,
CA, EUA) e incubado a 55°C em banho-maria. Apos 7 horas de incubacao foi adicionado 500
uL de uma solucdo aquosa de ImM EDTA e 7,5 M acetato de amodnio. A mistura foi
centrifugada por 10 min a 14.000 x g a 4°C e 700 pl do sobrenadante foi transferido para novo
tubo onde foi realizada a precipitacdo do DNA com 540 pl de isopropanol. Logo em seguida o
precipitado de DNA foi lavado com 70% etanol, centrifugado (12.000 x g por 5min), seco e
ressuspenso em tampdo Tris-EDTA pH 8,0 (MILLER et al., 1988 modificado). (Descrito e
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adaptado de MILLER; DYKES; POLESKY, 1988). As amostras foram mantidas a -20°C até

as analises.

4.5 ANALISE DO POLIMORFISMO C677T

Foram utilizados os iniciadores: 5’-TGAAGGAGAA GGTGTCTGCGGGA-3’ (sense)
¢ 5’-AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-3’ (antisense) (FROSST et al., 1995). A amplificacdo
ocorreu nas seguintes condigdes: desnaturagéo inicial a 94°C durante 10 minutos, 35 ciclos de
desnaturacao (30 segundos a 94°C), anelamento (30 segundos a 61°C) e extensao (30 segundos
a 72°C) com uma etapa extra de extensao final de 10 minutos. O produto de 198 pb foi digerido
com Hinf I que reconhece e cliva o alelo polimorfico T gerando dois fragmentos (175 pb e outro

de 23 pb) enquanto o alelo ancestral C permanece com 198 pb. (FROSST et al., 1995).

4.6 AVALIACAO DO PERFIL METABOLOMICO

As andlises do perfil metab6lomico foram realizadas pela técnica de Ressonancia
Magnética Nuclear de *H no Laboratdrio Multiusuario de Caracterizacdo e Analise (LMCA) da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB) em Espectrémetro, modelo Bruker Ascend operando
a 400 MHz. A analise no soro das mulheres foi realizada pré e pés interven¢do com o
suplemento de fibra dietética. Inicialmente 5 ml de sangue venoso foi coletado em tubos de
polipropileno com EDTA no inicio da manhd, em jejum. Apos a coleta, o mesmo foi
centrifugado a 3000 x g por 10 min a 4 °C para isolar o soro. O soro foi transferido para um
tubo esterelizado e armazenado a -80°C, e para utilizacdo foi descongelado, sendo retirada 300
uL de soro e adicionado 300 uL de tampao fosfato (TSP) como padréao de referéncia e realizada
a homogeneizacdo em vortex por 30 s, logo apds centrifugadas a 14000 x g, durante 10 min em
4°C. Apos a centrifugacao, foi adicionado 60 uL de agua deuterada. Em seguida, foi realizada
a andlise no aparelho de RMN e o sobrenadante transferido para o tubo de RMN 400 MHz em
tubo de 5 mm. A sequéncia de pulso utilizada para obtencéo de dados foi 0 CPMG- BRUKER
sendo feita analise em triplicata. Figura 5.

Os espectros obtidos foram processados pelo software MestreNova (versdo 6.02,
MestreLab Research S.L e os deslocamentos quimicos expressos em ppm. Os metabolitos
foram identificados por comparagdo de deslocamentos quimicos com deslocamentos quimicos
de amostras autenticas disponibilizadas no banco de dados HMDB. Os espectros foram

referenciados pelo tetrametilsilano (TMS) cuja faixa total escolhida para analise foi entre 0.1 e
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9 ppm, com binnings de 0.02 ppm, gerando uma matriz de dados de 96 amostras e 225 variaveis
a qual foi exportada no formato ASCII para o software de estatistica “The Unscrumbler” (versdo
9.7, CAMO Process). Os dados nao foram normalizados pela area e os picos referentes ao TMS,
D.0, Metanol e acetona foram descartados. Com estes procedimentos foi possivel diferenciar
as fases antes e apds intervencdo com fibra dietética mista, e a ferramenta estatistica utilizada

foi a analise de componente principal (PCA)

Figura 6: Fluxograma do experimento do perfil metabolémico.

CENTRIFUGAGAO TUBO DE RMN 5 MM ESPECTROMETRO DE ESPECTRO DE RMN DE *H
SOLVENTE D20 + TSP RMN DE 400 MHZ

1 - 2

R
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PREPARACAO DE _ ANALISE ESTATISTICA PCA

AMOSTRA

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Para descrever as caracteristicas gerais dos grupos no primeiro artigo, os dados foram
apresentados como média e desvio padrdo, proporcéo ou n (%). As varidveis continuas foram
testadas quanto a normalidade e homogeneidade das variancias pelos testes de Shapiro-Wilk.
Para avaliar possiveis diferencas pré e pos-intervencdo em relagdo aos metabolitos estudados
foi utilizado testes T pareado ou Wilcoxon de acordo com a distribuicdo das variaveis.

Os espectros obtidos da RMN, foram processados pelo software MestreNova (versao
6.02, MestreLab Research S.L) e os deslocamentos quimicos expressos em ppm (partes por
milhdo). Para as analises dos metabolitos séricos foram empregadas analises multivariadas,
incluindo a anélise do componente principal (PCA)

No segundo artigo foi proposto um modelo misto de analise de variancia com trés fatores

(ANOVA three-way). Todas as analises foram procedidas no softwere R versdo 4.0.4,
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disponivel livre e gratuitamente em https://www.r-project.org/. Para toda a anélise, o nivel de
significancia adotado foi de 5%. Para valores significativos desta analise (p-valor < 0,05 para
pelo menos um fator individual), utilizou-se o teste post hoc de comparacdes maultiplas de

Tukey.
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5 RESULTADOS

Os resultados da tese foram apresentados no formato de dois artigos cientificos,
apresentados no APENDICE A e APENDICE B.

ARTIGO 1 (APENDICE A): Metabolitos de colina, hidroxibutirato e HDL apds
suplementacdo de fibra dietética em mulheres hipertensas com excesso de peso: um estudo

metabolémico

O artigo 1 foi publicado no periédico Nutrients. DOI: 10.3390/nu13051437. Qualis: Al.
Neste artigo foram apresentados os dados referentes a analise metaboldmica por Ressomancia
Magnética nuclear (RMN) que identificou os metabdlitos no soro das mulheres hipertensas
com sobrepeso/obesidade antes e apds o consumo da fibra dietética mista por 8 semanas. Nos
resultados principais, observou-se apés intervencdo que o perfil metabolémico no soro produziu
alteracdes no metabolismo dos aminoacidos, lipidios, com um aumento significativo nos
valores de varios metabolitos do HDL-C, colina e hidroxibutirato e reducdo da pressdo arterial
na amostra estudada.

ARTIGO 2 (APENDICE B): Influencia do genétipo da MTHFR sobre o perfil metabolémico

pos intervencdo com fibra dietética em mulheres hipertensas

O artigo 2 foi submetido ao periddico Clinical Nutrition. Qualis: Al. A proposta do
artigo 2 que foi intitulado Influencia do polimorfismo C6777T do MTHFR no perfil
metaboldmico de mulheres hipertensas com sobrepeso e obesidade p6s intervencao com fibra
mista. Foram realizadas avaliagdes antropométricas, analises bioguimicas e genotipagem do
polimorfismo C677T do gene MTHFR. Posteriormente foram analisados se houve influencia
desse polimorfismo com os resultados encontrados no perfil metabolémico em resposta a fibra
do grupo G1 e G2. As mulheres genotipos CT/TT apresentaram maiores redugdes nos valores
de presséo arterial sistdlica apés intervencao com fibras seguido do gendtipo CC.
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Abstract: Metabolomics has been increasingly used to evaluate metabolic changes associated
with morbidities. The objective of this study is to assess the metabolic profile before and after
intervention with mixed dietary fiber in overweight and obese hypertensive women. This is an
intervention study, and the sample consists of 14 women aged 28 to 58 years. An intervention
with 12 g of mixed soluble and insoluble fiber is performed for a period of eight weeks. Serum
metabolites are identified using a Bruker *H NMR spectrometer at 400 MHz. Multivariate data
analysis, including principal component analysis (PCA), is used to differentiate the two groups.
After supplementation with dietary fiber, there is a significant increase in the peak intensity
values of the metabolites HDL-C (0.0010%*), choline (0.0012*) and hydroxybutyrate (0.0010%)
as well as a decrease in systolic (0.0013*) and diastolic (0.0026*) blood pressure. The analysis
of the metabolomic profile allows the identification of metabolites that have been associated in
the literature with hypertension and excess weight (choline, hydroxybutyrate and amino acids)
and with fiber intake (choline, hydroxybutyrate and amino acids) in addition to an increase in
HDL-C. The increase in the detection of the described metabolites possibly occurs due to the
presence of pathologies and the use of fiber in the intervention, which also contributes to
elevated HDL-c and reduced blood pressure.

Keywords: dietary fiber; hypertension; obesity; metabolomics; nuclear magnetic resonance
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1. Introduction

Despite the scientific advances in treatment, identification of pathophysiological
mechanisms and public policies implemented in recent decades, hypertension remains a public
health problem due to its high prevalence worldwide [1]. Considered one of the main causes of
morbidity and mortality, it is an important risk factor for cardiovascular diseases (CVDs) and
renal complications [2-5]. The etiology of hypertension is heterogeneous and multifactorial.
This condition occurs as a consequence of genetic, environmental and lifestyle factors that
trigger biological factors such as oxidative stress, endothelial dysfunction and the functionality
of the renin-angiotensin-aldosterone system and the sympathetic nervous system [6,7].

Metabolomics has been used to evaluate metabolic disorders associated with
hypertension. Studies comparing the metabolic profile of hypertensive patients to healthy ones
point to changes in the metabolites involved in the metabolism of amino acids and lipids as the
most prominent factor [8—11]. With advancements in technology, a large number of metabolites
can be measured in various body fluids, such as urine, feces, saliva and blood, providing more
information on which metabolic pathways may be affected after exposure to several factors,
especially food intake [9,12].

Considering the persistent increase in the prevalence of hypertension, the need for
innovative prevention and control strategies has become important. The influence of fiber
intake has been a topic discussed since the mid-1970s and this practice has already been
associated with the prevention of cardiovascular disorders, with improvements in blood
glucose, insulin resistance, weight loss and blood pressure (BP). However, there is still no
consensus on its recommendation for the prevention and treatment of hypertension [13,14].

The increase in fiber intake by the general population seems to contribute to the
prevention of hypertension, although there are controversies [15-17]. The decrease in BP values
is due to soluble dietary fiber as well as to an increase in intestinal viscosity, delaying nutrient
absorption and inhibiting the absorption of cholesterol and bile acids [18,19].

Current studies relating hypertension and metabolomic profiles are still in the initial
stages. Therefore, more evidence and interpretation are needed, especially when related to cases
with associated morbidities that are often found in the population, such as obesity and
hypertension, as well as studies using interventions with specific nutrients. Thus, the present
study aims to examine the metabolic profile of overweight and obese hypertensive women
before and after intervention with mixed dietary fiber, a topic unreported in the literature.

2. Materials and Methods

2.1. Study Design and Sample Characteristics

We conducted a randomized intervention study in which 14 overweight/obese
hypertensive women, aged 20 to 50 years, used fiber supplements (12 g/day of dietary fiber).
Women with a medical diagnosis of hypertension and with high BP values were invited and
recruited at the Blood Donor Centre in Jodo Pessoa, Paraiba (PB), Brazil.

The initial number of participants was 20, however, there was sample loss due to the
inclusion criteria (n = 5) and withdrawal due to the occurrence of adverse effects due to the use
of fiber (colic and diarrhea n = 1).

This study was submitted to the Research Ethics Committee of the Healh Sciences
Center, Federal University of Paraiba and was approved under CAAE number
64573917.4.0000.5188 and registered in the Brazilian Registry of Clinical Trials under TRIAL.:
RBR-2PH4F9. The intervention with fiber was performed for a period of eight weeks; fiber was
packed in sachets (12 g) and consisted of soluble fiber (7 g) and insoluble fiber. The fiber
supplement was prepared in a pharmacy in Jodo Pessoa, PB, Brazil. The composition of the
supplement, which contained a nutraceutical based on mixed fibers, was soluble fiber (7 g),
guar gum (4 g; lot ALL 0605354), NutraFlora (FOS; 1 g; lot Galena (CIQ): 1505006204),
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psyllium (2 g; scientific name Plantago ovata; manufacturer batch: 949/2013) and insoluble
fiber (5 g; microcrystalline cellulose 101—5 g, batch 14116094A, manufacturing batch
C1404014, formula C6nH10n + 205n = 1).

In this study, only women diagnosed with primary hypertension with a body mass index
(BMI) of 25-35 m?/kg and BP above 130/80 mmHg were included.

The exclusion criteria were diabetes, liver failure, congestive heart failure (grades 3 and
4), renal failure with creatinine values greater than 3.0 mg/dL and secondary hypertension or
systolic BP values >180 mmHg or diastolic BP values >110 mmHg.

The women who agreed to participate in the study kept their eating and physical activity
habits stable for at least four weeks before beginning the intervention and reported not having
the intention to change those behaviors during the study.

2.2. Analysis of Biochemical Parameters

Lipid profile analyses were performed before and after the intervention of serum
cholesterol (TC), triglycerides (TG), high-density lipoproteins (HDL-C), low-density
lipoproteins (LDL-C), fasting glucose and high-sensitivity C reactive protein (hs-CRP). For
biochemical analyses, blood was collected by venipuncture in three different sterile tubes: tube
1 (with the anticoagulant Kz EDTA-ethylenediamine tetra-acetic acid), tube 2 (with the
anticoagulant sodium fluoride) and tube 3 (with the clot activator). The samples from tubes 2
and 3 were centrifuged immediately to obtain plasma and serum, respectively, and were
subjected to analysis less than 2 h after collection.

The lipid fractions, TC and TG were determined by enzymatic assays [20,21]. TC and
TG (enzymatic method—Trinder) were measured in serum aliquots in an automated analyzer
using a Labtest Kit.

2.3. Blood Pressure Assessment

Blood pressure was assessed using the criteria proposed by the Brazilian Society of
Cardiology in its Hypertension Guideline of 2010. The procedure consisted of performing three
BP measurements, using an OMRON HEM-742INT blood pressure monitor, with a 1-min
interval between each measurement. The women were resting (for at least 5 min) in the sitting
position with their feet on the ground and arms supported on the table.

2.4. Nutritional Evaluation

To calculate BMI, the body weight (kg) was divided by height (meters) squared,
adopting the cut-off values recommended by the World Health Organization (WHO) for adults
aged 20 to 59 years: <18.5 kg/m? (underweight), 18.5-24.9 kg/m? (normal weight), 25.0-29.9
kg/m? (overweight), 30.0-39.9 kg/m? (obese), and >40 kg/m? (extremely obese) [22]. Weight
and height were measured in triplicate, taking the mean of the three values [23].

The usual intake of total calories, carbohydrates, proteins, lipids and fibers were
analyzed using two recalls (24-h food recall), applied by professional nutritionists on the first
day of the study and after eight weeks. Food consumption was analyzed using the Virtual Nutri
Plus software and was subject to intra and interpersonal adjustment using the MSM software
(multiple sources method).

The usual intake of total calories, carbohydrates, proteins, lipids and fibers was 2390.91
+ 1449.42 kcal, 267.82 + 103.26 ¢, 68.29 + 25.69 g, 61.06, £ 30.90 g and 15.57 + 5.59 g,
respectively, after analysis of two 24-h food recalls, applied on the first day of the study and at
eight weeks. The usual intake of dietary fibers in the diet, before the intervention and after, was
15, 57 £ 5.59 g. That added to 12 g of fibers from the intervention with mixed dietary fibers,
totaling 27, 57 g of mixed fiber consumption during the eight weeks of the study.
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2.5. Metabolomic Profile

Metabolomic profile analyses were carried out using *H nuclear magnetic resonance
(NMR) at the Multi-User Laboratory of Characterization and Analysis (LMCA, for its initials
in Portuguese) of the Federal University of Paraiba (UFPB, for its initials in Portuguese) using
a Bruker spectrometer at 400 MHz. The analysis of the women’s serum was carried out pre-
and postintervention. Initially, 5 mL of venous blood was collected in polypropylene tubes
containing EDTA in the early morning under fasting conditions. After collection, the blood was
centrifuged at 3000x g for 10 min at 4 °C to isolate the serum. The serum was transferred to a
sterilized tube and stored at -80 °C; it was thawed for use, removing 300 pL of serum and
adding 300 pL of phosphate buffer (TSP) as a reference standard, and homogenized by
vortexing for 30 s, followed by centrifugation at 14,000x g for 10 min at 4 °C. After
centrifugation, 60 pL of heavy water was added. This was followed by NMR analysis; the
supernatant, in a 5 mm tube, was transferred to a 400 MHz NMR. The pulse sequence used to
obtain data was CPMG-BRUKER and was performed in triplicate.

The obtained spectra were processed using MestreNova software (version 6.02,
MestreLab Research S.L. -Spain), and the chemical shifts were expressed in PPM. The
metabolites were identified by comparing the obtained chemical shifts with chemical shifts of
authenticated samples available in the human metabolome database HMDB The spectra were
referenced by tetramethylsilane (TSP), in a total range chosen for analysis of between 0.1 and
9 ppm, with binnings of 0.02 ppm, generating a data matrix of 96 samples and 225 variables
that was exported in ASCII format to the statistical software “Unscrumbler” (version 9.7,
CAMO Analytics AS, Norway). The data were not normalized by area, and the peaks for TMS,
D0, methanol and acetone were discarded.

2.6. Statistical Analysis

To describe the general characteristics of the groups, data are expressed as the mean and
standard deviation, proportion or N (%). Continuous variables were tested for normality and
homogeneity of variance using the Shapiro-Wilk test. To evaluate possible pre- and
postintervention differences in relation to the studied metabolites, paired t-tests or Wilcoxon
tests were used based on the distribution of the variables. The Spearman correlation test was
applied to determine the existence of a relationship between systolic and diastolic BP and the
metabolites (choline, hydroxybutyrate, alpha-glucose and HDL). The statistical software R
version 3.3.2 was used for analyses, and statistical significance was set as p < 0.05.

The NMR data were processed using MestreNova software (version 6.02, MestreLab
Research S.L.). Principal component analysis (PCA) was used and the chemical shifts were
expressed as PPM.
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3. Results

The characteristics of the sample regarding demographic, epidemiological and lifestyle
variables are presented in Table 1.

Table 1. Clinical and demographic characteristics of the sample of hypertensive women
recruited from the Blood Donor Center of Jodo Pessoa, PB, Brazil.

Variable Mean/SD and %
Age (years) 44.28 + 9.52
Weight (kg) 88.83 £ 14.25
Height (m) 1.60 + 0.07
BMI (kg/m2) 34.60 £ 5.90
Overweight 5 (35.7%)
Obese 9 (64.3%)
Use of medication 9 (64.3%)
Education level

Less than 14 years 7 (38.89)

More than 14 years 7 (38.89)
Household income in US dollars 1243.04 £ 1035.94
Physical activity 5 (27.78%)
Frequency of physical activity/week 1.21+1.89
Tobacco use 1 (0.06%)

Alcohol intake

2 (11.11%)

The lipid profiles and BP values were compared before and after the intervention, and
there was a difference between the HDL cholesterol and BP values (Table 2). Observing the
lipid profile of the 14 women who participated in the present study, 35.7% had HDL-C values
below those recommended, and 42.9% of the participants had high TG levels.

The usual food consumption of total calories, carbohydrates, proteins, lipids and fibers
was, respectively, 2390.91 + 1449.42 kcal, 267.82 + 103.26 g, 68.29 £ 25.69 g, 61.06 + 30.90
gand 15.57 £5.59 g.

Table 2. Comparison of the blood pressures and lipid profiles of hypertensive women with
excess weight, recruited from the Blood Donor Centre of Jodo Pessoa, PB, Brazil, before and
after intervention with mixed dietary fiber.

Variables Before After p*
Total cholesterol 180.71 + 44.78 186.21 + 39.02 0.5083
(mg/dL)

TG (mg/dL) 139.93 + 58.62 134.29 + 66.86 0.6546
HDL-C 50.5 + 13.49 58.57 + 11.76 0.0127 *
LDL-C 105.93 + 36.89 104.07 + 28.78 0.8013

VLDL-C 24.36+7.18 23.57 + 7.99 0.6480
SBP (mmHg) 145.93 + 19.10 129.64 + 17.17 0.0013 *
DBP (mmHg) 92.78 + 12.01 86 + 10.98 0.0026 *

Variables Before After p*

* Paired t-test. VLDL: Very low density lipoprotein. SBP: Systolic blood pressure. DBP: diastolic blood
lipoprotein.

Figures 1 and 2 show, based on the figures, the most prominent metabolites before and
after the intervention.
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Figure 1. Graphical representation of the principal component analysis (PCA) comparing the
metabolomic profiles of hypertensive women with excess weight before and after intervention
with mixed dietary fiber (blue-preintervention, red-postintervention).
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Figure 2. Metabolites identified and highlighted based on the principal component analysis
(PCA), presented as a loading graph, comparing the metabolic profiles of hypertensive women
with excess weight before and after intervention with mixed dietary fiber.

The following metabolites were notable based on the peak area (* = PPM—chemical
shift): *0.88 (HDL); *0.84 (HDL); *1.32 (HDL); *1.28 (HDL); *3.25 (choline); *3.65
(choline); *1.24 (HDL); *1.20 (3-hydroxybutyrate); *4.78 (water); *4.90 (alpha-glucose);
*4.94 (HDL).

The representative 1D Carr Purcell Meiboom Gill (CPMG) NMR spectrum of
hypertensive patients after fiber supplementation is presented in Figure 3. It was possible to
identify the following main metabolites: lipids, glucose, valine, leucine, isoleucine, alanine,
choline, tyrosine, histidine and 3-hydroxybutyrate. Spectral area assignments were based on a
1H-NMR spectrum representative of serum. The assignment of NMR to metabolites was based
mainly on literature research.



60

Linear aliphatic hidrocarbons
_ Choline

I'yrosine
Histidine
I'yrosine

Glucose
Glycerol
3-hydroxy-buti
Lipds

Glycine

Acetone

e t-Glucose
—Lipds
Valine, Leucing, Isoleucine

e [3.Glucose
e Alanine

v Arginine

Y —

1 4
: 8
—
e
=
»
S
.
'-..._'\.

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
f1 (ppm)

Figure 3. 1D Carr Purcell Meiboom Gill (CPMG) 1H NMR spectrum representative of serum
metabolites. * PPM (chemical shift).

The metabolites that were significant for HDL, choline, and hydroxybutyrate when
comparing the groups, as presented in Table 3. Regarding the Spearman correlation test, there
was no correlation between metabolite values and BP after the intervention with mixed dietary
fibers (results not shown).

Table 3. Comparison between metabolites before and after intervention with mixed dietary
fiber in women recruited from the Blood Donor Centre of Jodo Pessoa, PB, Brazil.
Metabolites Signal/NMR PPM **

*
o x Before After p
HDL *
o 492.79 + 215. 06 1894.39+£0.12  0.0010
'32; 7A7.41+323.87  224525+792.05  0.0000 *
Tg'z- 1048.69 £ 405.98  2669.57 +1131.73  0.0000 *
T[z); 141159+ 688.89  4776.78+2082.98  0.0000 *
HDL
04 400.48 + 258.96 959.79+694.40  0.0258 *
0202"5”9 992.72+285.88  2668.72 + 1547.87  0.0012 *
Cgoé';e 699.94 £ 877.23  2946.51 +2527.32  0.0035 *
Hydf0>1<y2b0Utyrate 191.03 + 59.24 1537.21+571.08  0.0010 *
A'Phi'g'oucose 1292.96+949.88 142154 +95867  0.9750

* Paired t-test or paired Wilcoxon test, based on the distribution of variables. p < 0.05. ** Chemical shift (ppm).
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4. Discussion

In the present study, we identified an increment in HDL-C, choline and hydroxybutyrate
metabolites and reduction in systolic and diastolic BP in hypertensive women with excess
weight, after dietary fiber supplementation. In the literature consulted, there were no studies
related to the metabolomic profile of overweight and obese hypertensive women who consumed
mixed dietary fiber.

Regarding metabolites studies conducted with women and intervention with fiber, an
analysis was found of the serum of hypercholesterolemic postmenopausal women, who
consumed a minimum of 20% of their daily energy intake as rye bread rich in insoluble fiber,
with lower amounts of leucine and isoleucine and higher amounts of betaine [24,25].

Changes in these metabolites are often related to intestinal microbiota dysfunction.
Branched-chain amino acids (valine, leucine and isoleucine) are associated with insulin
resistance and obesity (a morbidity included in the sample of the present study), probably due
to excess energy intake, as intestinal microbiota are an important modulator of branched-chain
amino acid levels [26].

The study described above indirectly corroborates the increase in choline found in the
present study because betaine is derived from choline, and this metabolite is also positively
related to obesity, lipid metabolism and hypertension [25,27-31].

The differences in the results regarding the metabolites found are possibly due to the
fiber composition, which in the present study was rich in soluble fiber and originated from
various foods, such as guar gum, NutraFlora (FOS), psyllium seed bark and cellulose. The
characteristics of the studied populations also differ, although both are composed of women; in
the present study, obesity and hypertension were inclusion criteria.

A study conducted in premenopausal overweight/obese women with (n = 36) and
without metabolic syndrome (n = 42) found that branched-chain amino acids (leucine,
isoleucine and valine), aromatic amino acids (phenylalanine, tyrosine, tryptophan and
methionine) and several types of fatty acids and phospholipids were associated with metabolic
syndrome [32].

The results [32] partially corroborate those of the present study, which also identified
the hydroxybutyrate metabolite and an increase in phosphatidylcholine (rich in choline), as well
as branched-chain amino acids, histidine, tyrosine, arginine and alanine, although they were not
significantly different after the intervention with dietary fiber.

Bagheri et al. [33] used a metabolomic approach to differentiate specific metabolites of
healthy and obese individuals of both sexes (18 to 50 years of age) to identify profiles of
metabolites associated with obesity.

Those authors observed that some amino acids and polar lipids, such as branched-chain
amino acids and phosphatidylcholine, were higher in obese individuals. Thus, certain choline-
based metabolites, such as phosphatidylcholine and lysophosphatidylcholine, are commonly
altered in the presence of obesity, indirectly corroborating the present study regarding the
significant increase in choline in the sample studied.

Choline at adequate levels is an essential nutrient for maintaining health, including
adequate lipid metabolism [30], and is involved in the pathogenesis of metabolic syndrome and
cardiovascular diseases [34,35]. Gao et al. [30] observed that adequate choline and betaine
intake was associated with a lower percentage of body fat and higher lean mass, specifically in
men, corroborating the present study, which did not find an association of these metabolites
with body composition in women. However, the mechanisms by which choline and betaine
improve body composition are still unclear.

Different mechanisms have been proposed to explain the effects of short-chain fatty
acids, such as butyrate, on the control of obesity [34]. Butyrate attenuates diet-induced obesity
and insulin resistance in mice and negatively regulates PPAR-y expression and activity, thus
promoting a change in lipogenesis toward lipid oxidation, thus stimulating oxidative
metabolism in the liver and adipose tissue and increasing energy expenditure [36-39]. In their
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recent study, Wang et al. [34] found a positive association between BMI and short-chain fatty
acids (butyrate and isobutyrate) measured by plasma metabolomics in Chinese adults aged 30—
68 years. In addition, butyrate has anti-inflammatory effects that are presumed to be mediated
by the inhibition of histone deacetylase (HDAC).

Regarding studies with metabolomic profiles of hypertensive women, no studies with
this objective were found in the literature. A recent study with a sample that included both sexes
developed by Goita et al. [29] stands out; they evaluated plasma metabolic profiles using
metabolomics by means of mass spectrometry, in 64 individuals aged between 34 and 60 years,
28 of whom were hypertensive (13 women and 15 men) and 36 nonhypertensive (18 women
and 18 men).

Goita et al. [29] identified a considerable increase in the levels of phosphatidylcholine
in the blood of hypertensive patients of both sexes. In women, other metabolites increased,
including the amino acids arginine, leucine, isoleucine, tryptophan, phenylalanine, tyrosine,
lysine, glutamine, histidine, methionine and citrulline. In part, the results of the present study
corroborate this author by observing a significant increase in choline and identifying leucine,
which may indirectly have contributed to the significant increase in hydroxybutyrate.
Moreover, the studies are coincident in other amino acids such as arginine, isoleucine, tyrosine,
glycine, valine, alanine and histidine, although without differences in the comparison between
pre- and post-intervention samples. Choline is recognized as an essential nutrient for
maintaining human health, as it is involved in the donation of a methyl group and the synthesis
of phospholipids, lipoproteins and betaine and is a precursor of acetylcholine [30,40-42].

Regarding studies on the lipid profile of obese and hypertensive individuals with or
without fiber intake, Pasanta et al. [43] investigated the lipid profiles of serum metabolites using
1H NMR in 46 young obese and healthy adults of both sexes (18 to 25 years of age). The
spectrum for the overweight group showed slightly higher lipids, a-glucose and B-glucose.
Therefore, the TG, LDL, VLDL, HbA1c and blood glucose levels were significantly higher in
the obese group, in addition to significantly lower HDL. In the present study, the mean HDL-
C values were within the reference values, and after the intervention with fiber, these values
increased significantly (Table 2), subsequently leading to a significant increase in HDL
metabolites.

In a study by Pasanta et al. [43], there was a nonsignificant increase in choline in the
obese group compared to the healthy group, suggesting a change in lipid metabolism, thus
corroborating the present study in which choline was the metabolite that stood out the most in
women after fiber supplementation.

Thus, scholars have supported an association between lipid metabolism and BP [11].
Dietary fiber intake seems to promote adequate serum lipid levels, and this benefit may be
associated with improved endothelial vasodilation and oxidative stress, and consequently,
decreased BP levels [44,45].

We observed a significant increase in butyrate in the metabolites derived from the serum
of women after eight weeks of mixed fiber intake. This is a short-chain fatty acid that is
produced in large quantities by bacterial fermentation of dietary fiber in the intestinal lumen.
Butyrate can regulate the secretion of apoA-IV and, therefore, modulate reverse cholesterol
transport, which may explain the increase in HDL-C in the present study [46,47].

In addition to stimulating the secretion of lipoprotein particles containing apoA-I1V,
favoring the removal of cholesterol from peripheral cells [47], butyrate also plays an important
role in the modulation of immune and inflammatory responses and intestinal barrier function
[48,49].

Thus, in agreement with our results presented here, other studies that employed
metabolomics and NMR identified that pea fiber intake significantly increased the plasma levels
of 3-hydroxybutyrate in rats [50]. Therefore, the results suggest that pea fiber can exert
antioxidant activity, altering lipid metabolism and decreasing bile acid metabolism [25,50]. On
the other hand, Dewulf et al. [51], in a study with obese women who consumed a mix of inulin
and oligofructose for three months (16 g/day), reported that there was no significant impact on
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TC, HDL, LDL and TG compared to the control group, results that do not agree with those of
the present study, in which an increase in HDL-C was observed, reinforcing the reduction in
BP by cholesterol metabolism.

As limitations of the study, we point out the following aspects: (1) the absence of
plasmatic dosages of choline and hydroxybutyrate, (2) that the study population was made up
only of women, and (3) that it did not take into account possible genetic backgrounds that may
have influenced the response to supplementation. The results found encourage further studies
including both genders that seek to elucidate the mechanisms by applying molecular techniques.

5. Conclusions

In the present study, there was a significant increase in the concentrations of HDL,
choline and hydroxybutyrate and a reduction in BP in hypertensive women with excess weight
after intervention with dietary fiber. These significant increases in the different metabolites
observed after the intervention were possibly a result of the presence of these metabolites in
morbidities such as obesity and hypertension, in addition to those resulting from fiber intake,
especially HDL. Therefore, based on the results found in the present study, the intake of mixed
dietary fiber should be promoted to combat hypertension.
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APENDICE B - ARTIGO 2

INFLUENCIA DO GENOTIPO DA MTHFR SOBRE O PERFIL METABOLOMICO POS
INTERVENCAO COM FIBRA DIETETICA EM MULHERES HIPERTENSAS

Artigo submetido ao periédico Clinical Nutrition
QUALIS: Al; FATOR DE IMPACTO: 6.36

RESUMO

A hipertensdo é uma condicdo clinica relacionada a fatores ambientais e diferentes influencias
genéticas em resposta a intervengdes, que requer novas estratégias de tratamento, sendo a
metabolomica uma nova opc¢édo que podera auxiliar na identificacdo de metabolitos envolvidos
na reducéo da presséo arterial originados de intervencdes. O estudo teve como objetivo analisar
a influéncia do polimorfismo C677T do MTHFR no perfil metabolomico de mulheres
hipertensas com sobrepeso apo6s intervencdo com fibras dietética mistas. Trata-se de um Estudo
de intervencdo, com amostra de vinte e seis mulheres adultas hipertensas com excesso de peso,
na faixa etaria de 20 a 60 anos, divididas em dois grupos: grupo 1, recebeu suplemento com 12
g de fibra mistas sollveis e insollveis, e 0 grupo 2 o placebo, sendo a intervencéo realizada por
um periodo de 8 semanas. Foram realizadas avaliacdes antropométricas, analises bioquimicas,
genotipagem do polimorfismo C677T do gene MTHFR e analise do perfil metabolomico por
ressonancia magnética nuclear de 400 MHz pré e pés intervencdo. No grupo gque consumiu a
fibra, houve maior reducdo estatistica significativa nos valores da PAS no genétipo CT/TT (P
= 0,0145) , assim como aumento da area de concentracdo dos picos de diferentes metabolitos
de HDL e do hidroxibutirato no grupo com gen6tipo CT/TT. O estudo sugere que a intervengéo
com fibras dietéticas mistas afetou o perfil metabolémico em mulheres com excesso de peso e
hipertensdo e que o polimorfismo C6777T do gene MTHFR influenciou nesse perfil.

1.INTRODUCAO

A Hipertenséo arterial (HA) é uma condig&o clinica cronica, heterogénea e multifatorial,

influenciada por condicfes genéticas, e estilo de vida, relacionada ao excesso de peso [1-3].

E considerada o principal fator de risco hereditario para doencas cardiovasculares e
acidente vascular cerebral [4-5], podendo levar a disfuncdo endotelial, inflamacdo e estresse

oxidativo [6].
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O risco de desenvolvimento de HA é influenciado pelas interacBGes entre genes e o
ambiente. Um dos genes que tem sido associado a HA é o MTHFR, cujo produto , a enzima
MTHFR catalisa a conversdo de 5, 10-metileno tetrahidrofolato em 5-metil tetrahidrofolato.
Mutagdes no gene MTHFR diminuem a atividade da enzima desacelerando a remetilacdo de
homocisteina em metionina, e consequentemente levando acimulo desse metabdlito no
organismo, sendo um fator de risco para doenca arterial coronariana [7]. O polimorfimo C677T
da MTHFR (rs1801133) causa um impacto funcional na enzima levando a formacdo de uma
molécula termolabil e com atividade reduzida em 70% [8]. Esse polimorfismo tem sido

associado a HA e na relacdo da homocisteina e obesidade [9-11]

A abordagem personalizada para definir escolhas de tratamentos nas doencas cronicas
tem sido uma tendéncia e se baseia em parte no fato de que levando-se em consideracdo as
variacGes genéticas é possivel direcionar uma conduta de tratamento personalizado para o
individuo [12]. A plataforma metabdlomica constitui uma ferramenta importante que vem
sendo cada vez mais utilizada para identificar biomarcadores e avaliar alteragdes metabolicas
associadas a morbidades, como a HA e excesso de peso, com objetivo de auxiliar no tratamento

e monitorar o impacto de dietas [6,13-14].

A nutricdo desempenha um papel importante no controle da obesidade e hipertensdo
[15-16] a partir dos beneficios de nutrientes, incluindo a fibra dietética [17] que interferem na
modulacdo da microbiota intestinal, além de serem ricas em fitoquimicos, incluindo

carotenoides, flavonoides e isoflavona [18-21]

Analisando simultaneamente ambas, genética e metabolémica, pretende-se conseguir
respaldar de maneira mais fidedigna os resultados encontrados. Com base no exposto, 0
presente estudo tem como objetivo analisar a influéncia do polimorfismo C677T do MTHFR
no perfil metabolémico de mulheres hipertensas com sobrepeso e obesidade apds intervencdo
com fibras dietéticas mistas, estudo inédito, para melhor direcionar o tratamento da hipertenséo

a partir da funcionalidade das fibras, nessa casuistica.
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2.MATERIAL E METODOS

2.1 Desenho do estudo e caracteristica da amostra

Trata-se de um estudo de intervencgédo duplo-cego placebo controlado, com uma amostra
de vinte e seis mulheres adultas hipertensas com excesso de peso na faixa etaria de 20 a 60
anos, que foram divididas em dois grupos: grupo 1 (n= 14) que recebeu suplemento com 12g
de fibra mistas solUveis e insolUveis, e o grupo 2 (n=12) que recebeu o placebo, um sache com

12 g de amido, sendo a intervencdo realizada por um periodo de 8 semanas

As mulheres foram avaliadas antes e apés a intervencéo, e observou-se a PAS e PAD, o
consumo alimentar, os valores bioquimicos de colesterol total, HDL, LDL, triglicerideos, PCR-
us e glicemia de jejum. Também foi realizado a analise do perfil metabolomico pré e pds

intervencdo. O gendtipo C677T foi determinado na primeira etapa da pesquisa.

A fibra foi manipulada em uma farmécia no municipio de Jodo Pessoa, Paraiba, Brasil.
A composicdo do suplemento contendo nutracéutico a base de fibras mistas foi de soluveis (7g),
Goma Guar — 4g lote ALL 0605354; Nutraflora (FOS) — 1g lote Galena (CIQ): 1505006204
Psylium — 2g nome cientifico Plantago ovata, lote de fabricante: 949/2013), e de fibras
insolGveis (59): Celulose Microcristalina 101 — 5g, lote 14116094A, lote de fabricagdo
C1404014, formula C6nH10n+205n=1.

As mulheres com diagndstico médico de HA foram recrutadas no Hemocentro, no
municipio de Jodo Pessoa-PB no momento da doacdo de sangue, sendo realizado o convite e
posteriormente assinado o termo de consentimento livre e esclarecido. O estudo foi submetido
a0 Comité de FEtica em Pesquisa do CCS/UFPB, aprovado sob o CAAE de
numero 64573917.4.0000.5188) e cadastrada no Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos com o
numero: TRIAL: RBR-2PH4F9.

Neste estudo foram inclusas no grupo apenas mulheres com diagndstico de hipertensao
primaria com IMC acima de 25 até 35 m2/kg e pressdo arterial acima de 130/80 mmHg. Os
critérios de excluséo foram: diabetes, insuficiéncia hepatica, insuficiéncia cardiaca congestiva
(graus 3 e 4), insuficiéncia renal com valores de creatinina superiores a 3,0 mg/dL e hipertensao
arterial secundaria, ou com valores da pressdo arterial sistolica > 180 mmHg ou diastolica >

110 mmHg
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As mulheres selecionadas que aceitaram participar do estudo de intervencao
mantiveram os habitos alimentares e o nivel de atividade fisica estaveis durante quatro semanas,
antes do inicio da intervencédo e disseram que ndo pretendiam modifica-los durante o estudo.

Todas as terapias médicas continuaram inalteradas ao longo do estudo

2.2 Analise dos parametros bioguimicos

Para as analises bioquimicas, o sangue foi coletado por meio de puncdo venosa em 3
tubos estéreis diferentes: tubo 1 (com anticoagulante EDTA K3), tubo 2 (com anticoagulante
fluoreto de sddio) e tubo 3 (com ativador de coagulo). As amostras dos tubos 2 e 3 foram
centrifugadas imediatamente para obtencdo de plasma e soro respectivamente e submetidas a
analise em periodo inferior a 2 horas ap6s a coleta. Determinacdo das fracbes lipidicas
colesterol total, e triglicerideos foram medidos por meio de ensaio enzimatico [22-23]. Na
aliquota do soro foram realizadas dosagens de colesterol total e triglicerideos (método

enzimatico — trinder) em analisador automatizado utilizando kit labtest.

2.3 Avaliacdo da pressdo sanguinea

A presséo arterial foi avaliada segundo os critérios propostos pela Sociedade Brasileira
de Cardiologia em sua Diretriz de Hipertensdo de 2010; o procedimento consistiu na realizacao
de 3 medidas de PA, com monitor de pressdo arterial OMRON HEM-742INT, com intervalo
de 1 minuto entre cada medida. As mulheres encontravam-se em repouso (minimo 05 minutos)

e na posicao sentada com os pés apoiados no solo e os bragos apoiados na mesa

2.4 Avaliagdo antropométrica e nutricional

Para o célculo do IMC, o peso corporal (kg) foi dividido pela altura (metros) ao

quadrado, adotando-se os valores de corte recomendados pela Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) para adultos de 20 a 59 anos: <18,5 kg / m? (baixo peso), 18,5-24,9 kg / m? (peso
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normal), 25,0-29,9 kg / m? (sobrepeso), 30,0-39,9 kg / m? (obeso) e >40 kg / m? (obesidade

extrema) [24]. Peso e altura foram medidos em triplicata, tomando a média dos 3 valores [25].

A ingestdo usual de calorias totais, carboidratos, proteinas, lipidios e fibras foi analisada
por meio de dois recordatorios por individuo (recordatorio alimentar de 24 horas), aplicados
por nutricionistas profissionais no primeiro dia do estudo e apds 8 semanas. O consumo
alimentar foi analisado por meio do software Virtual Nutri Plus e posteriormente o ajuste intra

e interpessoal pelo software MSM (método Multiple Sources) [26]

2.5 Genotipagem

Para extrair DNA, foi coletado sangue por pun¢do venosa para obtencdo leucocitos em
tubos estéreis que continham 7, 2 mg de EDTA Kas. As amostras de sangue foram diluidas em
uma primeira solucao de lise que continha 10 mM Tris-HCIpH 8,5 mM EDTA, 0, 3 M sacarose,
Triton-X-100 1% e, em seguida, centrifugadas a 3.200 rpm para descartar o sobrenadante. Esse
processo foi repetido trés vezes, com o intuito de obter um precipitado de leucdcitos livre de
resquicios de hemoglobina, o qual foi ressuspenso em solucao de lise contendo10 mM Tris-
HCIpH 8, 0, 5% dodecil sulfato de sodio (SDS), 5 mM EDTA, 0, 2 pg de proteinase K
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e incubado a 55° C em banho-maria. Depois de sete horas de
incubacao, foi adicionado 500 pl de uma solugdo aquosa contendo ImM EDTA e 7, 5 M acetato
de amoni e agitado vigorosamente.

A mistura foi centrifugada por 10 min. a 14.000 g a 4° C, e 700 ul do sobrenadante foi
transferido para um novo tubo onde foi realizada a precipitagdio do DNA com 540 pl de
isopropanol. O precipitado de DNA foi lavado com etanol 70%, centrifugado (12.000 g por 5
min), seco e ressuspenso em solucdo tampdo Tris-EDTA pH 8, 0 (Descrito e adaptado de
MILLER; DYKES; POLESKY, 1988) [27]. As amostras de DNA foram mantidas a -20° C até
a genotipagem do polimorfismo.

Para analisar o polimorfismo C677T, foram utilizados os iniciadores 5’-
TGAAGGAGAA GGTGTCTGCGGGA-3’ (sense) e 5’-AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-3’
(antisense). A amplificacé@o ocorreu de acordo com as seguintes condi¢des: desnaturacao inicial
a 94°C, durante 10 minutos, 35 ciclos de desnaturacéo (30 segundos a 94°C), anelamento (30
segundos a 61°C) e extenséo (30 segundos a 72°C) com uma etapa extra de extenséo final de

10 minutos. O produto de 198 pb foi digerido com a enzima Hinfl, que reconhece e cliva o alelo
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polimérfico T gerando dois fragmentos (175 pb e outro de 23 pb), enquanto o alelo ancestral C
permanece com 198 pb [8] Os gendtipos foram visualizados através de eletroforese em gel de

poliacrilamida 6%, corados com nitrato de prata.

2.6 Analise do perfil metabolomico

A anélise no soro das mulheres foi realizada pré e pés intervencdo com o suplemento de
fibra dietética. Inicialmente 5 ml de sangue venoso foi coletado em tubos de polipropileno com
EDTA no inicio da manhd, em jejum. Apds a coleta, 0 mesmo foi centrifugado a 3000 x g por
10 min a 4 °Cpara isolar o soro. O soro foi transferido para um tubo esterelizado e armazenado
a —80 °C, e para utilizacdo foi descongelado, sendo retirada 300 uL de soro e adicionado 300
uL de phosphate butter (TSP) como padrdo de referéncia e realizada a homogeneizacdo em

vortex por 30 s, logo apés centrifugadas a 14000 x g, durante 10 min em 4 °C.

Todos os experimentos por Ressonancia Magnética Nuclear 1H (RMN 1H) foram
realizados em um espectrometro Ascend de 400 MHz (Bruker Corporation, Karlsruhe,
Alemanha). A frequéncia de ressonédncia do proton foi de 400 MHz e a temperatura
experimental foi de 298 K. Os parametros de amostragem (usando CPMG- BRUKER) foram
0s sequintes: largura espectral, 12.335,5 Hz (20,55 ppm).

Os espectros obtidos foram pré-processados pelo software MestreNova (versédo 6.02,
MestreLab Research S.L e os deslocamentos quimicos expressos em “ppm”). Os metabolitos
foram identificados por comparacdo de deslocamentos quimicos com deslocamentos quimicos
de amostras autenticas disponibilizadas no banco de dados HMDB (Banco de Dados do
Metaboloma Humano). Os espectros foram referenciados pelo tetrametilsilano (TMS) cuja
faixa total escolhida para analise foi entre 0.1 e 9 ppm, com binnings de 0.02 ppm, gerando uma
matriz de dados de 96 amostras e 225 variaveis a qual foi exportada no formato ASCII (Codigo

Padrdo Americano paralintercambio de Informacgdes).

O software de estatistica “The Unscrumbler” (versao 9.7, CAMO Process). Os dados
ndo foram normalizados pela area e os picos referentes ao TMS, D»0O, Metanol e acetona foram
descartados. Com estes procedimentos foi possivel diferenciar as fases antes e ap6s intervencao

com fibra dietética mista. A analise de componentes principais (PCA) foi usada primeiro para
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visualizar a separacgéo e a distribuigéo de todas as amostras e posteriormente as amostras foram

representadas pelos graficos de Scores e loadings.

2. 7 Andlise estatistica

Inicialmente as variaveis de interesse do estudo, como valores de pressdo arterial, foram
descritas, como também a intensidade da area dos picos dos metabolitos destacados apds anélise
dos componentes principais [26] utilizando a média e desvio-padrao, levando em consideragédo
os fatores tempo (antes e depois da intervencdo), grupo (1 e 2) e polimorfismo C677T do Gene
MTHFR (CCeCTou TT).

Para cada uma das variaveis, com o intuito de verificar se havia diferenca, em média, da
variavel de interesse segundo os fatores: tempo, grupo e polimorfismo, foi proposto um modelo
misto de Analise de Varidncia com trés fatores (ANOVA three-way). Todas as analises foram
procedidas no software R versdo 4.0.4, disponivel livre e gratuitamente em https://www.r-
project.org/. O nivel de significancia adotado em toda a analise foi de 5%. A utilizacdo desta
andlise se sustenta no fato de que ndo ha teste ndo-paramétrico alternativo a uma analise de
variancia com 3 fatores. As hipéteses nulas a serem testadas sdo que ndo ha diferenca, em
média, da varidvel, seqgundo algum dos fatores individualmente, suas interac6es dois a dois ou

a interacéo entre todos eles.

Algumas variaveis foram medidas apenas para 0 grupo 1 ou para 0 grupo 2, visto que
alguns metabolitos s6 foram de forma especifica no grupo 1 ou 2 . Para cada uma dessas
variaveis, com o intuito de verificar se houve diferenca, em média, da varidvel de interesse
segundo os fatores: tempo e polimorfismo, foi proposto um modelo misto de Andlise de
Variancia com dois fatores (ANOVA two-way). As hipéteses nulas que foram testadas sdo que
ndo houve diferenca, em media, da variavel, segundo algum dos fatores individualmente ou a
interacdo entre eles. Se ha interacéo entre os fatores (p-valor < 0,05) significa que a variavel de
interesse se comporta de maneira diferente, em média, quando se associa tais fatores. Para
valores significativos desta analise (valor de p < 0,05 para pelo menos um fator individual), foi
utilizado o teste post hoc de comparacdes multiplas de Tukey. Este teste permitiu verificar entre

quais niveis dos fatores existe diferenca, em meédia, quando essa for significativa.


https://www.r-project.org/
https://www.r-project.org/
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Ap0s estas analises surgiu a necessidade de verificar, dentre os resultados significativos
obtidos na andlise principal, se a diferenca significativa encontrada entre o valor médio da
variavel de interesse “antes” e “depois” do tratamento foi maior em alguma classe segundo o
polimorfismo (“CC” e “CT ou TT”). Para isso, inicialmente foi tomado o médulo da diferenca
entre o “antes” e o “depois” do tratamento, para cada varidvel de interesse significativa, para
cada grupo, segundo o polimorfismo. A normalidade das variaveis de interesse foi testada
utilizando o teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Para as varidveis com distribuicédo
aproximadamente normal, foi utilizado o teste T unilateral, enquanto para as variaveis que nao
apresentaram normalidade, foi utilizada a vers&o unilateral do teste de Wilcoxon. Consideramos
a hipotese nula de que a diferenga absoluta média da variavel na classe “CC” é maior ou igual
que a diferenca absoluta média da variavel na classe “CT ou TT”, versus a hipotese alternativa
de que diferenca absoluta média da variavel na classe “CC” é menor que a diferenca absoluta

média da variavel na classe “CT ou TT

3 RESULTADOS

A amostra foi composta por 26 mulheres hipertensas e com excesso de peso, divididas
em dois grupos, o grupo 1 (n = 14) que recebeu suplementacdo com fibra dietética e o grupo 2
(n =12) que recebeu o placebo. Quanto as caracteristicas da amostra por genoétipos, de acordo
com o teste t para amostras pareadas, observou-se que ndo ocorreu diferenca estatistica entre as
variaveis peso e IMC antes e apds interven¢do nos dois grupos; comparando-se CC com CT/TT
antes e apés intervencdo em cada grupo conforme descrito a seguir: grupo 1 e 2 antes da
intervencdo com p - valor de 0,9548 , para o peso e 0,9541 para IMC e para o grupo 2, p -

valor 0,8678 para o peso e 0,8627 o IMC.( Resultados ndo demonstrados em tabela)

Observa-se na tabela 1, quanto a comparagdo intragrupos por genétipos (CC antes
versus CC apds no mesmo grupo) e (CT/TT antes versus CT/TT apds no mesmo grupo)
aumento significativo ap6s intervencdo com fibras no grupo 1, nos valores dos metabolitos
HDL 0,88; HDL 1,28; HDL1,32 e HDL 4,94 nos portadores dos gendtipos CT/TT e ainda
aumento de HDL 1,24 e do Hidroxibutirato 1,20. Poréem com reducdo dos metabolitos HDL

1,24 e da colina 3,61 no grupo 2 nos portadores do genotipo CT/TT . Elevagdes no mesmo
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grupo de HDL 1,24 e do Hidroxibutirato 1,20 ocorreram independente do genotipo apds o uso

da fibra, considerando os aumentos destes metabolitos também no genotipo CC no grupo 1.

Dentre os metabolitos destacados, os metabolitos do HDL no G1 foram estatisticamente
superiores nos portadores do gendtipo CT/TT com destaque para 0 HDL 1,24, que aumentou

também no gendtipo CC (Unica diferenca estatistica observada nesse grupo de genotipo).

Tabela 1: Valores pressoricos e de metabolitos significativamente destacados* por gendtipos

em mulheres hipertensas e com excesso de peso apés suplementacdo com fibra dietética mista.

VARIAVEL pré intervencgdo pods intervencgéo
Grupo CC CTouTT CcC CTouTT *p-Valor

PAS** Grupol 143,33+ 15,06 147,88 22,48 129,67 + 14,99 129,63 + 19,67° 0,0145°
Grupo2 135,00 + 20,74 138,33 £7,53 144,83 £ 29,38 140,00 + 17,89

HDL 124***  Grupol 602,45 + 281,76 410,55 + 105,58 1894,34 £0,14° 1894,44 +0,10°  0,0391% 0,0019°
Grupo2 2777,62+1349,85 3828,41+1154,07 384516 +258,07  2493,70 +883,75° 0,0295¢

HDL 0,88***  Grupol 934,36 + 367,35 607,20 £ 214,45  2194,26 + 876,82  2283,49 + 782,32 0,0022¢
Grupo2 1967,95+1063,46  3246,42 +1041,58  3072,85+753,19 191114 +859,11

HDL1,32***  Grupol 1253,16+364,63  89533+38528 263586+ 122573  2694,86 +1141,84¢ 0,0332°
Grupo2 2370,89 £1327,90  3946,45 +1417,56  3606,51+1111,01  2363,85+1232,81

HDL128***  Grupol 183311+69278  109545+52155  4979,05+2564,78 462508 +181598" 0,0226
Grupo2 388524 £2172,91  6974,61 +2628,08 5941,48 +2057,64  4204,33 +2845,86

HDL 494***  Grupol 614,67 + 195,92 239,85 + 168,27 706,93 £ 533,41  1149,44 % 772,25° 0,0066¢

Hidroxi 1,20***

Colina 3,61***

Grupo 1

Grupo 2

191,84 + 62,76

972,83 + 855,92

190,42 + 60,86

1986,66 + 1239,32

1329,35 + 414,07"

535,00 + 105,09

1693,11 + 646,8'

367,59 + 162,97

0,0003"; 0,0000'

0,00721

* p-valor para diferencas entre valores da PA e de metabolitos destacados com base na intensidade dos picos, ap6s
analise dos componentes principais, que apresentaram diferenga estatistica por gen6tipos, antes e ap6s intervengdo
com fibras (G1) e placebo (G2), com base no teste post hoc de comparacdes multiplas de Tukey, apés resultado
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significativo utilizando um modelo misto proposto de analise de Variancia com dois fatores (ANOVA two-way).
**PAS (mmHg) ; *** Deslocamento quimico (ppm).

Tabela 2: Metabolitos, destacados com base na intensidade dos picos, ap6s anélise dos

componentes principais, que ndo apresentaram diferenca estatistica, por genétipos apos

intervencdo com fibras (G1) e placebo (G2).

VARIAVEL pré intervencéo pos intervencédo

Grupos CcC CTouTT CcC CTouTT
HDL 0,84 Grupo 2 2142,01 +1134,05 252331 + 610,93 2971,34 + 347,82 1781,55 + 513,48
HDL 4,94 Grupo 1 614,67 + 195,92 239,85 + 168,27 706,93 + 533,41 1149,44 + 772,25
Colina 3,25 Grupol  1020,12 + 376,45 1737,95 + 479,33 3366,80 + 1727,98 3366,80 + 1727,98

Grupo2  1915,16 + 565,19 3517,90+ 1112,50 1876,76 * 576,63 1876,76 * 576,63
Colina 3,65 Grupo 1 522,33 + 279,01 833,15 + 1151,61 1575,91 + 861,82 3974,46 + 2917,86

Grupo2  3112,07 + 3126,02 3043,39 + 3108,03 3687,60 + 1901,04 1925,46 * 651,14
Alfa glicose 4,90 Grupo 1 1438,41 + 1411,93 1183,88 + 468,98 1076,08+712,71  1680,63 + 1079,33

Gréfico 1: Grupo 1 — Distribuicdo dos metabolitos segundo gendtipos antes e apds intervencao

com fibras dietéticas mistas.
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hipertensas com excesso de peso pré e pds suplementacdo com fibras dietéticas mistas (G1).Legenda: Cor: azul



77

escuro gendtipo CC pré e azul claro gendtipo CC pds; vermelho escuro gen6tipo:CT/TT pré e vermelho claro
gen6tipo:CT/TT pos ; G1 Pré CT= grupo 1, pré intervencdo, genétipo CT/TT; G1 Pré CC= grupo 1, pré
intervencdo, genotipo CC; G1 Pés CT= grupo 1, pés intervencédo, gendtipo CT/TT; G1 pds CC= grupo 1, pos
intervencdo, gendtipo CC.

Gréfico 2: Grupo 2 — Distribuicdo dos metabolitos segundo gendtipos antes e apds intervengdo com

placebo.
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Anélise de componente principal (PCA) representada pelos graficos de scores, comparando 0s grupos por
genotipos quanto ao polimorfismo C677T do gene MTHFR referente ao perfil metabolémico de mulheres
hipertensas com excesso de peso pré e pés suplementagdo com placebo (G2).Legenda: Cor: azul escuro genétipo
CC pré e azul claro gen6tipo CC p6s; vermelho escuro gen6tipo:CT/TT pré e vermelho claro gen6tipo:CT/TT pos
; G2 Pré CT=grupo 2, pré intervencdo, genotipo CT/TT; G2 Pré CC= grupo 2, pré intervengdo, genétipo CC; G2
Pés CT= grupo 2, pds intervengdo, gendtipo CT/TT; G2 pds CC= grupo 2, pés intervencdo, gendtipo CC.
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5 DISCUSSAO

A principal descoberta desse estudo inédito, foi a constatacdo de que o padrdo de
metabolitos resultante da intervencdo com fibra dietética em mulheres obesas hipertensas foi
modulado pelo gendétipo C677T da MTHFR. Observou-se que a elevacdo dos metabolitos de
HDL (HDL 1,24, HDL 0,88, HDL 1,32, HDL 1,28 ocorreu de forma significativa nos
portadores do alelo T (CT/TT) enquanto que os metabolitos HDL 1,24 e do Hidroxibutirato
1,20 aumentaram apenas apos intervencdo com fibras em todas as mulheres do grupo 1

independente do gend6tipo da MTHFR.

Em estudo anterior com a mesma amostra e intervencdo [26], foram observados
aumento das concentracdes de HDL, colina e hidroxibutirato e reducdo da PA em mulheres
hipertensas com excesso de peso apos intervencdo com fibra alimentar. Neste trabalho,
investigamos se o efeito observado € influenciado pelo gen6tipo MTHFR. Dados prévios
evidenciaram que o efeito da intervencao com fibra sobre a presséo arterial ocorreu em ambos
0s gendtipos embora tenha sido mais pronunciado nos portadores do alelo T (CT/TT), o que
levou ao interesse no estudo desses gendtipos (comunicacdo pessoal). A pretensdo foi empregar
ametabolomica para tracar perfis nutricionais [28] oriundos da intervencéo com fibras, na busca
por maiores detalhes sobre a interacdo entre a resposta na reducdo da PAS observada e 0s
gen6tipos MTHFR.

Os efeitos da dieta no metabolismo do HDL-C ainda permanecem desconhecidos,
porém algumas evidéncias sugerem uma forte associacdo entre baixo HDL-C e doencas
cardiovasculares [29-30]. Apesar das evidéncias, ainda nao foi possivel determinar se a ingestao

de fibras dietéticas esta beneficamente associada ao metabolismo HDL-C [31].

O HDL-C apresenta relevante papel como fator cardioprotetor, exercendo funcéo
antioxidante e antiaterogénica, além de atuar contra a oxidacéo de LDL na parede arterial [32-

34] e promover o transporte reverso de colesterol [31,35-36].

Segundo Cho, Park e Kim [37] existe correlagdo da PA com HDL-C. A ligagdo entre
obesidade, hipertensdo e aldosterona poderia explicar o mecanismo da reducdo do HDL-C e
PA elevada com o aumento da idade. Portanto, pode-se supor que um HDL-C reduzido pode
permitir uma maior ligagdo de VLDL ou LDL ao receptor necrofago Bl (SR-BI), resultando em

uma elevacdo da PA. Cho et al. [38] descobriram que o nivel de HDL-C mostrou uma
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correlagéo negativa fraca com a pressao arterial e a idade, com as mulheres apresentando uma
diminuicdo mais acentuada do HDL-C com o aumento da presséo arterial sistolica (PAS) e da
idade do que os homens. Nessa perspectiva, sabendo que no gendtipo CT+TT o tratamento com
fibras aumenta a presenca de varios metabolitos de HDL em mulheres obesas e hipertensas, e
que nesse mesmo grupo ha reducdo da PAS, é possivel sugerir que ha um beneficio genétipo

dependente para intervencdo com fibra dietética com vistas a tratamento da hipertenséo.

Estudos sobre metabolitos de Hidroxibutirato sdo escassos na literatura e nesse trabalho
esse metabolito apareceu em niveis mais elevados em amostras pés intervencédo, sem influéncia
do gendtipo MTHFR. O 3-hidroxibutirato € molécula reguladora importante que pode
influenciar a expressdo génica, o metabolismo lipidico, a fun¢éo neuronal e a taxa metabdlica
geral [39]. Uma das funcdes regulatorias mais importantes do 3-HB é a inibicdo da atividade
das histonas desacetilases e, portanto, a regulacdo epigenética de muitos genes. Também

apresenta um efeito benéfico contra a hipertenséo [40-42].

Quanto a colina, estudiosos mostraram que na obesidade os valores de metabolitos das
colinas eram mais baixos do que em individuos eutroficos [43] como também de colina
circulante [44] onde aos autores demostraram que um aumento no IMC, esta associado a uma
reducdo significativa nas lisofosfatidilcolinas circulantes. Por outro lado, segundo Goita et al

[45] ocorreu aumento nas concentracdes de fosfatidilcolina no sangue de pacientes hipertensos.

No grupo 2 (grupo placebo) ocorreu uma alteracdo significativa negativa referente ao
metabolito HDL 1,24 e colina 3,61, nos portadores dos genotipos CT/TT. Uma possivel
explicacéo seria a reducdo destes na condigéo de sobrepeso, embora na condicéo de hipertenso

esse metabdlito pode estar aumentado.

Nesse sentido se faz necessario mais estudos para justificar a redugcdo do HDL 1,24 e da
colina 3,61 em individuos hipertensos e com excesso de peso nos portadores do genotipo CT/TT

do grupo 2 fazendo uso de amido de milho como placebo.

Como limite do estudo nao foi realizado a divisdo do HDL por subclasses. E como ponto
forte importante, ndo existem estudos anteriores sobre o efeito do polimorfismo C6777T do
gene MTHFR no metaboloma do soro em mulheres hipertensas e com excesso de peso com

intervengdo com fibras dietéticas.

O presente estudo destaca pela primeira vez as complexas interagcdes que surgem entre

as moléculas dietéticas e o gendtipo. No presente estudo o grupo CT/TT respondeu de forma
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mais favoravel em relacdo ao aumento dos valores dos metabolitos envolvidos na reducéo da

PA apos intervengdo com fibras em comparagdo genotipo CC.

CONCLUSAO

Os resultados apresentados no presente estudo demonstraram que a intervengdo com
fibras dietéticas mistas afetou o perfil metabolémico em mulheres com excesso de peso e
hipertensdo e que o polimorfismo C6777T do gene MTHFR influenciou esse perfil. No grupo
com genotipos CT/TT foram identificadas eleva¢des de HDL 0,88; HDL 1,28; HDL1,32; HDL
4,94 ndo observadas no gendtipo CC. Esse efeito pode, em parte, explicar a resposta sobre a
PAS identificada nesse grupo de genotipo sob a mesma intervencdo. Portanto, a aplicacdo da
metabolomica pode ser utilizada como uma ferramenta importante para detectar mudancas de
perfis de metabdlitos por genotipos na hipertensdo arterial e excesso de peso, apos intervengdo
com nutrientes, melhor direcionando conduta dietética . Logo, esse resultado devera contribuir
para reforcar o entendimento da importancia da fibra dietética no controle da PAS nos
portadores do genédtipo CT/TT, contribuindo dessa forma para destacar a importancia dos

metabolitos de HDL e do hidroxibutirato na reducdo dos valores da PAS.
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APENDICE C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Universidade Federal da Paraiba
Centro de Ciéncias da Saude
Nucleo Interdisciplinar de Estudos em Satde e Nutricdo
Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncias da Nutricdo

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVREE E ESCLARECIDO

Tendo em vista o desenvolvimento do estudo sob o titulo “Segundo ciclo sobre o
diagndstico e intervencdo da situacdo alimentar, nutricional, servicos de salde e de doengas
nédo-transmissiveis mais prevalentes da populagdo do municipio de Jodo Pessoa/PB”, que esta
sendo realizado com a populacdo do municipio de Jodo Pessoa/PB, e do projeto vinculado, a
ser realizado, “Efeito da suplementacéo com fibra dietética nos valores de presséo arterial e de
PCR em mulheres adultas com metilacdo do gene ADD1” vimos por meio deste, solicitar sua
colaboracéo na participacdo deste ultimo.

Trata-se de um estudo de intervencdo que sera desenvolvido considerando que a
ingestdo de alimentos e nutrientes pode levar a alteragdes no DNA, com consequentes
mudangas na expressao de genes, que por sua vez podem alterar o metabolismo e favorecer ou
evitar o desenvolvimento de doencas cronicas, tais como hipertensdo arterial. Para tanto serdo
convidados a participar mulheres adultas, com estado cognitivo preservado. A obtencdo de
dados e informacdes sera conduzida por Nutricionista e enfermeira, sendo essa Doutoranda do
Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias da Nutricdo da UFPB, e por Enfermeira da equipe,
por meio de visitas domiciliares, a serem agendadas conforme sua autorizacao e conveniéncia.
Nesse sentido, solicitamos sua participacao para a realizacdo de:

[ ] Aplicacéo de questionarios socioecondémicos e de consumo alimentar;

[ ] Afericdo da presséo arterial sistémica;

[ ] Coleta de sangue para analise Genética — Epigenética, antes e apds o periodo de
intervencao;

[ ] Recebimento de aconselhamento nutricional, seguimento de plano nutricional

individual e ingestdo diaria de saches de fibras alimentares mista ou placebo, durante o

periodo de 8 semanas.

Destacamos neste termo que:
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» Sua participacdo se dara de forma voluntéria, sem prejuizo previsivel, seja para sua

pessoa ou de seus familiares;

» Podera, a qualquer momento, ndo mais participar do estudo, seja durante o

fornecimento dos dados ou mesmo depois de ja registrados nos questionarios;

» Receberé todas as informacGes necessérias ao total esclarecimento sobre a natureza

e procedimentos desenvolvidos no estudo.

Esclarecemos ainda que, durante todo o desenvolvimento do estudo, seguiremos o que
determina a Resolucdo 466 de 12 de dezembro de 2012 do Conselho Nacional de Saude que
trata sobre ética em pesquisa envolvendo seres humanos. Por esta razdo, 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 dudvida sobre sua participacao.

RISCOS DA PESQUISA: poderad surgir dor e Hematomas no local da puncéo
sanguinea.

Os participantes serdo beneficiados com a orientacdo alimentar e nutricional.

Participante ou responsavel:

Profd. MSc. Mussara Gomes Cavalcanti Alves Monteiro

Responsavel pela Pesquisa

Contatos:

UFPB/NIESN. Campus Universitario. Centro de Ciéncia da Saude. Castelo Branco s/n. CEP:
58.059-900. Jodo Pessoa/PB.

E-mail:Mussara.monteiro@hotmail.com (083) 3235-5333 — 3216-7417 (83) 986204644.

COMITE DE ETICA EM PESQUISA/CCS/UFPB. Universidade Federal da Paraiba. Centro
de Ciéncia da Saude. Castelo Branco s/n. CEP: 58.059-900. Jodo Pessoa/PB. Telefone:
(83)3216-7791 E-mail: eticaccs@ccs.ufpb.br .
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APENDICE D — QUESTIONARIOS

SEGUNDO CICLO SOBRE DIAGNOSTICO E INTERVENCAO DA SITUACAO ALIMENTAR, NUTRICIONAL E DE
DOENCAS NAO TRANSMISSIVEIS MAIS PREVALENTES DA POPULAGCAO DO MUNICiPIO DE JOAO PESSOA/PB

INSTITUICOES EXECUTORAS:

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA

CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

DEPARTAMENTO DE NUTRICAO

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA NUTRICAO
NUCLEO INTERDISCIPLINAR DE ESTUDOS EM SAUDE E NUTRICAO
PREFEITURA MUNICIPAL DE JOAO PESSOA/PB

SECRETARIA MUNICIPAL DE SAUDE

COORDENAGAO:
Profa. Dra. Maria José de Carvalho Costa
Prof. Dr. Roberto Teixeira Lima

Equipe de pesquisadores:

Prof.2 Dr.2 Silvia Franchescinni

Profa. Dr. Alcides da Silva Diniz

Prof.2 Dr? Darlene

Prof.2 Dr? Flavia Lima

Prof.2 Dr Alexandre Silva

Prof. Dr. Jodao Andrade da Silva

Prof2. Dr2. Luiza Sonia Rios Asciuti

Prof2. Dr2. Maria Amélia Amado Rivera
Prof.2 Dr.2 Maria Concei¢do Rodrigues Gongalves
Prof2. Dr2, Maria Jose Cariri do N. Benigna
Prof2. Dr2, Monica Maria Osério de Cerqueira
Prof. Dr. Roberto Teixeira Lima

Prof. Dr. Ronei Marcos Morais

Prof. Dr. Fabio Correia Sampaio

Prof2. Dr2. Rosalia Gouveia Filizola

Prof. Dr. Robson Cavalcante Veras

INSTITUICOES FINANCIADORAS:

CONSELHO NACIONAL DE PESQUISA/CNPq

MINISTERIO DA SAUDE

FUNDACAO DE APOIO A PESQUISA DO ESTADO DA PARAIBA/FAPESQ-PB

Jodo Pessoa/2014-2015

Informacgdes confidenciais. Garantido o sigilo pessoal.

Caso n° DS: USF: Data da entrevista: / /

Nome do Agente Comunitario de Saude (ACS):

Responsavel pelas informagGes: Endereco da
familia: Rua: n?

Bairro: Fone: Res.( ) Apt.( ).




CONTINUAGAO: ANEXO D — QUESTIONARIOS

1. CARACTERIZAGAO SOCIO-ECONOMICA E DEMOGRAFICA DAS FAMILIAS:
(Composicdo e caracterizagdo da familia ou grupo de convivéncia no momento da pesquisa)
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Caso No: DS: USF:
N° Nome Grau de Data de Género| Escolaridade | Nivel de escolaridade Renda Bens de consumo
Parentesco |nascimento|ldade| 1-M (anos de (ver legenda) per capita da familia
(*) 2-F estudo) (em RS) (assinalar e a Observagoes
quantidade)
1 Responsével/respondente: [ 1Aparelho de som/radio Legenda da escolaridade:
[ 1Aparelho de televisao 1= Ensino basico
[ ] Videocassete incompleto
[ 1DVD 2= Ensino bésico completo
2 [ ]1Microcomputador de mesa | 3= Ensino fundamental
[ 1 Microcomputador portatil | incompleto
3 (notbook) 4= Ensino fundamental
4 [ 1Automével completo
5 [ ]Geladeira 5= Ensino médio
6 [ 1Freezer incompleto
7 [ 1M4&quina de lavar roupa 6= Ensino médio completo
[ 1M4aquina de lavar louga 7= Ensino superior
8
9 [ 1Aspirador de pé incompleto
10 [ 1Forno de microondas 8= Ensino superior
11 [ ]Telefone celular completo.
[ ]Telefone fixo
Renfj.a [ 1MA&quina fotogréafica digital
familiar:

] Aparelho de ar-

condicionado

(*) Grau de parentesco dos membros da familia em relacdo ao responséavel/respondente.



CONTINUAGAO: ANEXO D — QUESTIONARIOS

1. CARACTERIZAGAO EPIDEMIOLOGICA DAS FAMILIAS:
(Composigdo e caracterizagdo da familia ampliada no momento da pesquisa)
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proteicos?

Caso N°: DS: USF:
N° (Situagdo/Morbidade| Quem deu o Refere E portador de Faz uso de Mortalidade por | Fuma | N2de |Atividade| N2 Vezes fempo| Tipo de
referida diagnodstico? | doencga do algum medicamentos causa (*) sim/n3o| Cigarros| fisica de ativ. {a ativ.| atividade
Médico do |[coracdo e/ou|material para| e/ou suplementos| pail Mie| Irm3ao| Fumou | p/dia (Sim/ | p/semana|(min.)
servigo da aumentar o vitaminicos e até os N3ao)
publico? Ou |[Circulagdo? Se fluxo minerais e/ou ultimos
privado? Sim, qual? | sanguineo? energéticos e 6 meses?




CONTINUAGAO: ANEXO D — QUESTIONARIOS

5. RECORDATORIO ALIMENTAR: [ 11¢
No.: Nome:

Refei¢des/Alimentos

N. Caso:

[ 122 [ 132

Medida Caseira

DS:___ USF:

Tamanho da
porgao

92

Valor em
gramas/ml

Observagoes

Café da Manh3a

Lanche

Almocgo

Lanche

Jantar

Lanche Noturno

Preferéncias Alimentares:

Aversdes Alimentares:

Preencher as
medidas
mostrando o
album de
medidas caseiras.

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

Se for pequena, /
2

Se for grande, + %
Se for extra-
grande, X 2

(p25 - p50 - p75
—p100)

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

Descrever neste
recordatdrio se
consome cha,
caso sim, que
tipo de ch3,
como também
quantidade de
agua e horario.

Descrever o tipo
de cocgdo:

- Fritura
-Grelhado
-Cozido

- Assado

Para crianga até 2 anos de idade. N. (Obs.: em caso de + 1, joga o dado).

Quantas vezes na semana sua crianga consome:
Carnes: Ovos: Leite: Vegetais/leguminosas: Frutas: .

Amamenta/ou: ( ) Sim ( ) N3o.
() Aleitamento exclusivo.
() Aleitamento misto.

Frequéncia:
Freqiéncia:
() Aleitamento predominante. Freqliéncia:

(meses).
(meses).
(meses)




ANEXOS

93



94

ANEXO A — Parecer Consubstanciado do CEP

UFPB - CENTRO DE CIENCIAS

DA SAUDE DA UNIVERSIDADE W‘"‘“’
FEDERAL DA PARAIBA

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: EFEITO DA SUPLEMENTACAO COM FIBRA DIETETICA NOS VALORES DE
PRESSAO ARTERIAL E DE PCR EM MULHERES ADULTAS COM METILACAO DO

Pesquisador: MUSSARA GOMES CAVALCANTI| ALVES MONTEIRO

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 4

CAAE: 64573917.4 00005188

Instituigdo Proponente: Centro De Ciéncias da Saude

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

NOmero do Parecer: 3. 624 190

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de analksar um pedido de emenda ao referido projeto.

Objetivo da Pesquisa:

Novo Objetivo Insendo ao projeto:

identificar o polimorfismo C677T do gene MTHFR e Identificar o perfil de metilagio do Gene MTHFR das
participantes da pesquisa para ver sua relagdo com a intervengao com a fibra mista e com os valores
bloquimicos.

Avallagdo dos Riscos e Beneficlos:

Os mesmos do projeto de origem.

Comentarios e ConsideragOes sobre a Pesquisa:

Justificativa da emenda ao referido projeto:

Identificar o polimorfismo CE77T do gene MTHFR e identificar o perfil de metilagao do Gene MTHFR das
participantes da pesquisa para ver sua relagio com a intervengao com a fibra mista @ com os valores
bloquimicos.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
O projeto am tela se encontra bem Instruido.

Enderego: UNIVERSITARIO UN

Balrroc CASTELO BRANCO CEP: 58081000
UF: P8 Municipto: JOAD PESSOA
Tolofome:  (83)2210. 7791 Fax: (83)2210.7791 E-mait  comitedeaticagiccs LA b

Pagra it



UFPB - CENTRO DE CIENCIAS
DA SAUDE DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DA PARAIBA

Contruacho & Pawcer 3604 190

Recomendacgdes:

Recomenda-se manter a metodologia proposta a8 ementa do refendo projeto.
Conclusdes ou Pendénclas e Lista de Inadequagbes:

Sam pendéncias.

Conslderagdes Finals a critério do CEP:

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

e ™™

95

Informacoes Basicas | P8 | % 19 Acelto
do Pro 4 E2 17:04:20
oe armaciademanipulacal 100042017 |MUSSARA GOMES | Aceito
Insttuigao e ocartaMussara2016.docx 23:36:46 |CAVALCANTI =
Infraestrutura IR
Declaragao de CaradeAnuenciadolaboratonometiacao | 10W04/2017 | MU%,% %ms Aceito
Insttuicao e doGENEADD 1AutorizacaoMussara. paf 23:36:20 |CAVALCANTI
m Ceridacdeaprovacaodoprojetodeorigem| 10/04/2017 |MU MES | Aceitio
Insttuicao e docx 23:35.14 |CAVALCANTI
m CenlidaodeAprovacaodoColegiadodaros] 10/04/2017 | S| Aceto
Inattuicho e Graduacao.docx 23:20:30 |CAVALCANTI
¥gﬂ / %«mos de |mussaraTCLE docx 100042017 MU Aceito
Assentimento / 23:16:38 |CAVALCANTI
Justficativa de ALVES MONTEIRO
m e —
Folha de Rosto foiha_de_rosto_Mussara docx 02022017 |MUSSARA GOMES | Aceito
23.06:47 |CAVALCANTI
PROTETO TESE HUSSARA CORRIGT ST o0 TR SONE S | Aees
Brochura 10O docx 21:58:44 |CAVALCANTI
| lnvestigador
Situago do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

Enderego:  UNIVERSITARIO SN

Balrro:  CASTELO BRANCO
Municiplo:  JOAD PESSOA

UF: P8
Telofome: (03)2210.7791

CEP; 58051000

Fax: (M216.7701

E-mail: comitedestcagliccs b br

Faprndim




UFPB - CENTRO DE CIENCIAS
DA SAUDE DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DA PARAIBA

Contrascio do Farecer: 2.035.836
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QBraa

Investigador

ALVES MONTEIRGO

Declaragio de Ceridasdeaprovacacdoprojetodearigem 100042017 [MUSSARA GOMES Aceito
Instituigao & docx 23:35:14  (CANALCANTI
Infraestrutura ALVES MONTEIRD
Declara{;ﬁn de CertidacdefprovacacdoColegiadodaPaos| 10V042017 |MUS5ARA GOMES Aceito
Instituigdo e Graduacaoc.docx 232830 (CAVALCANTI
Infraestrutura ALVES MONTEIRD
TCLE ! Termos de mussaraTCLE.docx 1042017 (MUSSARA GOMES Aceito
Aszsentimento / 231638 CAVALCANTI
Justificativa de ALVES MONTEIRD
Auséncia
Folha de Rasto folha_de_rosto_Mussara.docs 020272017 |MUSSARA GOMES Aceito

230847 | CAVALCANTI

ALVES MONTEIRD

Projete Detalhade / | PROJETO_TESE_MUSSARA CORRIG| 01022017 |MUSSARA GOMES | Aceiio
Brochura DD daca 21:58:44 CAVALCANTI

Sitwagio do Parecer:

Aprovado
Mecessita Apreciagao da CONEP:
Mao
JOAD PESS0OA, 27 de Abril de 2017
Assinado por:
Eliane Marques Duarte de Sousa
(Coocrdenadaor)
Enderegn: UNNERSITARID SN
Balmo: CASTELO ERANCO CEP: 5B.051-900
UF: PB Munlciplo:  JOAD PESS0A
Telefome: (53)3216-7731 Fax: (33}3216-7781 E-mall: etcaccsuipby@homall.com

Pilging I3 de 03




Comtruadic do Parecar: 3804 190

UFPB - CENTRO DE CIENCIAS
DA SAUDE DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DA PARAIBA

JOAO PESSOA, 07 de Qutubro de 2019

Cran ™

Assinado por:
Ellane Marques Duarte de Sousa
(Coordenador(a))

Enderego:  UNIVERSITARIO SN

Balrro:  CASTELO BRANCO

CEP: 45.001.000

Ur: e Municiplo: JOAD PESSOA
Fax: (B30216.7701 E-malk  comiledecticadiocs wApb be

Tolefome: (53)2210.7791

Pagra D1 1
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