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RESUMO

RIBEIRO AA: Efeitos epigenéticos de uma dieta com alto teor caldrico e lipidico e da
suplementacdo de micronutrientes em animais com lupus [dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade
de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2024.

Introducéo: O ldpus eritematoso sistémico (LES) é uma condi¢do complexa associada a uma
desregulacdo imune, cuja fisiopatologia resulta da interacdo entre fatores genéticos,
epigenéticos e ambientais, incluindo dieta. Assim, padrbes de metilagdo do DNA vem
emergindo como um elemento crucial no desenvolvimento da autoimunidade, progressao da
doenga e resposta aos tratamentos. Ainda, obesidade representa um risco adicional de
complicacdes e piora no estado inflamatério e na gravidade do LES, provavelmente devido ao
aumento da secre¢do de adipocinas inflamatdrias. Objetivo: Este estudo exploratoério teve como
objetivo avaliar o perfil de metilacdo do DNA e a expressao dos genes Dnmtl, 11-6, TNF-alfa,
Stat3 e Lep no tecido adiposo de um modelo animal de LES alimentado com ragéo padréo ou
com alto teor calorico e lipidico; além de investigar os efeitos da suplementacdo com &cido
félico e vitamina B12 nessas variaveis. Materiais e Métodos: Trinta camundongos fémeas da
linhagem NZBWF1/J foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos de acordo com a
racdo a ser recebida durante 12 semanas do protocolo experimental: 1. Grupo Racdo Padréo
(SD, n = 7) que recebeu racdo regular (4,2 kcal/g), 2. Grupo Obesidade (HFD, n = 7) que
recebeu racdo hipercalorica e hiperlipidica (6,6 kcal/g); 3. Grupo Racéo Padrdo Suplementada
(SDS, n = 8) que recebeu racdo regular suplementada e 4. Grupo Obesidade Suplementado
(HFDS, n = 8) que recebeu racéo hiperlipidica e hipercaldrica suplementada. A suplementago
consistiu em 8 mg de 4cido folico e 50 pg de vitamina B12 por kg de racdo. Apds as 12 semanas,
foram coletadas amostras de tecido adiposo para extragdo de DNA e RNA, utilizando Kits
comerciais especificos. A andlise de metilacdo do DNA foi realizada utilizando o ensaio
Infinium Mouse Methylation BeadChip, enquanto a expressdo génica foi avaliada por reacao
em cadeia de polimerase. As mudangas (AP) no nivel de metilagdo de cada CpGs foram
calculadas considerando AB com valor minimo de 5%, p<0,001 e taxa de falsa descoberta
<0,05. Resultados: Observou-se que os animais do grupo HFD ganharam o dobro do peso
daqueles do grupo SD (14,5£1,6 g vs. 7,5+2,7g, p< 0,05); no entanto, ndo houve diferencas
significativas do peso entre os grupos SDS vs. SD e HFDS vs. HFD. Foram identificados 193
sitios CpGs diferentemente metilados (DMCpGs) entre os grupos SD e HFD, associados a
genes das vias de sinalizacdo de insulina e migracdo transendotelial de leucécitos. Entre os
grupos SD e SDS, foram encontrados 79 DMCpGs relacionados a genes da via de regulacéo da
lipblise em adipdcitos e interacdo citocina-receptor de citocina. A comparacao entre 0S grupos
HFD e HFDS revelou 356 DMCpGs relacionados a genes das vias de sinalizagdo da insulina e
deteccdo de DNA citosolico. Destaca-se que a expressao de TNF-alfa e Stat3 foi inferior nos
grupos suplementados em comparag¢do com aqueles ndo suplementados. Concluséo: Animais
alimentados com ragéo hipercalorica e hiperlipidica apresentaram diferente perfil de metilacéo
do DNA e expressdo génica do que aqueles alimentados com ragdo padrdo, ressaltando a
hipometilag&o de genes associados a inflamagé&o e resisténcia a insulina. O perfil de metilacdo
do DNA e a expressdo dos genes alvos foi diferente entre animais alimentados com ragéo
suplementada daqueles que receberam a ragdo padrdo, modulando genes envolvidos na cascata
de inflamacé&o e autoimunidade.

Palavras-chaves: Metilagdo do DNA. Acido folico. Vitamina B12. Tecido adiposo.
Autoimunidade. Inflamag&o. Suplementagéo.



ABSTRACT

RIBEIRO AA. Epigenetic effects of a high-calorie, high-fat diet and micronutrient
supplementation in animals with lupus [dissertation]. Sdo Paulo: Faculty of Medicine,
University of Sdo Paulo; 2024.

Introduction: Systemic lupus erythematosus (SLE) is a complex condition associated with
immune dysregulation, where the pathophysiology results from the interaction between genetic,
epigenetic, and environmental factors, including diet. Thus, DNA methylation patterns are
emerging as a crucial element in the development of autoimmunity, disease progression, and
response to treatments. Furthermore, obesity represents an additional risk for complications,
exacerbating the inflammatory state and severity of SLE, likely due to the increased secretion
of inflammatory adipokines. Objective: This exploratory study aimed to evaluate the DNA
methylation profile and the expression of the genes Dnmt1, 11-6, TNF-alpha, Stat3, and Lep in
adipose tissue of an SLE animal model fed either a standard diet or a high-calorie, high-fat diet;
additionally, the study sought to investigate the effects of folic acid and vitamin B12
supplementation on these variables. Materials and Methods: Thirty female NZBWF1/J mice
were randomly assigned into four groups according to the diet received over 12 weeks of the
experimental protocol: 1. Standard Diet Group (SD, n = 7) receiving regular chow (4.2 kcal/g),
2. Obesity Group (HFD, n = 7) receiving high-calorie, high-fat chow (6.6 kcal/g); 3.
Supplemented Standard Diet Group (SDS, n = 8) receiving regular chow with supplementation,
and 4. Supplemented Obesity Group (HFDS, n = 8) receiving high-calorie, high-fat chow with
supplementation. The supplementation consisted of 8 mg of folic acid and 50 pg of vitamin
B12 per kg of chow. After 12 weeks, adipose tissue samples were collected for DNA and RNA
extraction using specific commercial kits. DNA methylation analysis was performed using the
Infinium Mouse Methylation BeadChip assay, while gene expression was assessed by
polymerase chain reaction. Changes (AB) in methylation levels at each CpG site were
calculated, considering a minimum AP value of 5%, p<0.001, and a false discovery rate <0.05.
Results: The HFD group animals gained twice as much weight as those in the SD group
(14.5£1.6 g vs. 7.5£2.7 g, p< 0.05); however, there were no significant weight differences
between the SDS vs. SD and HFDS vs. HFD groups. A total of 193 differentially methylated
CpG sites (DMCpGs) were identified between the SD and HFD groups, associated with genes
involved in insulin signaling and leukocyte transendothelial migration pathways. Between the
SD and SDS groups, 79 DMCpGs were found related to genes in the adipocyte lipolysis
regulation pathway and cytokine-cytokine receptor interaction. Comparing the HFD and HFDS
groups revealed 356 DMCpGs related to genes in the insulin signaling and cytosolic DNA
sensing pathways. Notably, TNF-alpha and Stat3 expression was lower in the supplemented
groups compared to the non-supplemented ones. Conclusion: Animals fed a high-calorie, high-
fat diet displayed different DNA methylation and gene expression profiles compared to those
fed a standard diet, highlighting hypomethylation of genes associated with inflammation and
insulin resistance. The DNA methylation profile and target gene expression differed between
animals fed a supplemented diet and those on a standard diet, modulating genes involved in the
inflammation and autoimmunity cascade.

Keywords: DNA methylation. Folic acid. Vitamin B12. Adipose tissue. Autoimmunity.
Inflammation. Supplementation.
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1. INTRODUCAO

O lUpus eritematoso sistémico (LES) € uma doenca autoimune em que o sistema
imunolodgico atua contra as células e tecidos do proprio organismo (1). A etiologia e 0s
mecanismos patogénicos do LES ainda ndo foram totalmente elucidados, mas acredita-se
que tenha relacédo intrinseca com fatores genéticos e epigenéticos, hormonais e ambientais
(2,3). A doenca caracteriza-se pelo aumento de citocinas sericas relacionadas com vias
pré-inflamatorias e diferencas no perfil de autoanticorpos, com envolvimento
multissistémico que comumente é caracterizado por manifestac@es clinicas heterogéneas
como as cutaneas, renais, musculoesqueléticas e hematopoiéticas (4). A ativacdo do
sistema imunolégico no LES é caracterizada por uma hiper resposta de células do sistema
imune (linfocitos B e linfécitos T), inflamacédo cronica, deposicdo de imunocomplexos e
perda de tolerancia imunologica contra autoantigenos(5).

A obesidade surgiu como um fator importante no mal prognostico de muitas
doengas, inclusive as doengas autoimunes; por seu envolvimento nas vias de inflamacao
e imunidade, principalmente por sua inflamacdo crénica e de baixo grau caracterizada
pela secrecdo de adipocinas e de citocinas pré-inflamatorias(6). Além disso, a obesidade
também pode agravar o curso das doencas e prejudicar a resposta as terapias(6). Ainda,
ressalta-se que a prevaléncia de obesidade entre pacientes com LES ¢é alta, atingindo cerca
de 30 a 40% (7,8).

Na literatura atual existem poucos dados disponiveis que explicam a ligacéo
entre obesidade e o LES (9) Um estudo experimental demonstrou haver um possivel
efeito indutor da leptina (adipocina pro-inflamatéria que se encontra elevada na
obesidade) no desenvolvimento de autoimunidade em modelos murinos com tendéncia
aos LES (10). Outros estudos demostraram que a obesidade esta associada a um processo
inflamatdrio caracterizado pelo aumento dos niveis de citocinas pro-inflamatérias, como
o fator de necrose tumoral (TNF)-alfa, interleucina (IL)-6 e proteinas C reativa (PCR)
(11-14), o que parece estar associado ao LES (15). Ainda, autores sugerem que leptina e
adiponectina sdo possiveis mediadores que conectam obesidade e LES (16). Atualmente,
a compreensdo das condi¢cdes metabolicas e moleculares especificas da obesidade
associada ao LES € limitada e o papel da epigenética nessa conexao vem sendo cada vez
mais explorado. Existem evidéncias de que genes pro-inflamatdrios (como IL-10 e IL-
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13) estdo hipometilados em células imunes de pacientes com LES, o que leva ao aumento
de sua expressao génica, com consequente desbalancgo na cascada de inflamacao(17).

Considerando os mecanismos de metilacdo do DNA, evidéncias apontam que 0
perfil de metilacdo do DNA esta relacionado a disponibilidade de nutrientes especificos,
como folato e vitamina B12 (18,19). Esses nutrientes participam do metabolismo de um
carbono que fornece os grupos metil para as reagfes de metilacdo bioldgica (19,20).
Assim, a biodisponibilidade de S-adenosilmetionina (SAM), o substrato para as reacdes
de metiltransferase, é regulada pela ingestdo dietética de folato, vitamina B2, B6 e B12
(21). Estudos anteriores in vivo mostraram que a deficiéncia ou excesso de doadores de
metil nas dietas podem ter impactos massivos no ciclo da metionina, o que resulta em
alteracbes marcantes dos substratos metabdlicos, por exemplo, SAM, S-
adenosilhomocisteina (SAH) e homocisteina, acarretando a hipometilacdo ou
hipermetilagdo global do DNA (22,23).

Nesse sentido, o presente estudo vem testar a hipétese de que existe um perfil de
metilacdo do DNA distinto entre animais com LES e aqueles com LES e obesidade, o que
acarreta também em diferenca na expressao génica. Ainda, que 0 uso de micronutrientes
doadores de agrupamento metil (acido félico e vitamina B12) por meio da suplementagédo
pode modular o perfil de metilacdo do DNA e de expressao génica.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Doencas reumaticas

As doencas reumaticas possuem uma etiologia complexa que ainda ndo esta
totalmente compreendida. De maneira geral, sdo caracterizadas como um grupo
heterogéneo de distdrbios que afetam os tecidos articulares, do sistema
musculoesquelético e, em alguns casos, 6rgaos como a pele, coracéo, rins e pulmao (24).
Estas doencas apresentam um grande impacto na qualidade de vida dos individuos,
comprometendo as suas capacidades fisicas e motoras (25,26).

A patogénese das doencas reumaticas é multifatorial e envolve uma interacéo de
fundo genético e varios fatores ambientais (27). Dentre as principais condi¢Bes que estdo
incluidas no grupo de doencas reumaticas sao artrite reumatoide, esclerose sistémica e

LES, foco principal desse estudo (25).

2.2 Lupus Eritematoso Sistémico

O LES é uma doenca multifatorial de carater autoimune que apresenta grande
heterogeneidade de manifestagdes clinicas, afetando vérios érgdos e tecidos. Se
desenvolve a partir de caracteristicas genéticas do individuo e de sua interacdo com
fatores ambientais (28). E uma doenca predominantemente feminina caracterizada por
perda de tolerancia imunoldgica, producdo de células B autoimunes e producdo de
autoanticorpos patogénicos (29). Individuos com LES apresentam em sua sorologia altas
concentragdes de autoanticorpos, incluindo anticorpos anti-dsDNA e antinucleares
(ANAs), que formam um complexo imune patogénico, o qual induz uma inflamacéo
dependente do complemento (30).

A mortalidade substancial, o curso da doenca cronica e a dependéncia excessiva
da terapia com corticosteroides contribuem para o dano de 6rgdos em longo prazo,
levando até ao risco de morte (31). A complexidade das manifestacdes clinicas e o desafio
do diagnéstico dificultam a realizacdo de estudos epidemioldgicos do LES. No entanto,
sabe se que a incidéncia e prevaléncia do LES no contexto global varia de acordo com a
populacdo demogréafica, fatores socioeconémicos e etnia, sendo mais prevalente na

populacdo hispénica, asiatica e negra (32). Apesar da prevaléncia do LES em todas as
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faixas etérias, esta € mais comum entre as idades de 15 e 45 anos (33). A disparidade de
género do LES também é amplamente reconhecida, com uma incidéncia e prevaléncia de
LES geralmente maior em mulheres, em uma proporcao de 1:9 de homens para mulheres
(34). No Brasil, estima-se que existam cerca de 65.000 individuos acometidos com LES,
com uma faixa etaria média de 30 anos e de etnia ndo branca (3).

No contexto de diagnostico do LES, ha uma grande discussdo devido a sua alta
variedade tanto no viés genético quanto fenotipico, que esta associado as manifestacdes
clinicas da doenca. Desse modo, a confirmacéo do diagndstico do LES pode ser realizada
por meio de alguns exames laboratoriais. A pesquisa de autoanticorpos e fator antinuclear
(FAN) sdo elementos indispensaveis em caso de suspeita clinica de doencas autoimunes,
sendo a presenca de AANSs e anti -dsDNA o alicerce basico para detectar a presenca e 0
desenvolvimento do LES (35). Além disso, também é necessario considerar a historia
clinica do individuo (35). O diagnostico do LES em muitos casos ocorre tardiamente
devido a grande variagdo da sintomatologia e a evolu¢do heterogénea da doenca (36); no
entanto, ha um meétodo classificatorio muito utilizado, conhecido como critérios de
classificacdo do LES do American College of Rheumatology que objetiva estabelecer uma
padronizacéo de critérios clinicos para identificacdo e diagndstico da doenca. a partir de
11 fatores classificatorios, o diagnostico € feito pela apresentacdo clinica de pelo menos
quatro ou mais dos fatores: rash malar, lesdo discoide, fotossensibilidade, Ulceras
orais/nasais, artrite, serosite, comprometimento renal, alteracGes neuroldgicas, alteraces
hematoldgicas, alteracbes imunologicas e anticorpos antinucleares (35) (Figura 1).

No LES todos os componentes do sistema imune parecem estar envolvidos nos
mecanismos de inducdo, manutencdo e progressao da doenca (37). Além disso, tem sido
sugerido que 0s horménios sexuais por exemplo, 0s estrogénios, desempenham um papel
importante na sua patogénese (38). De fato, os hormdnios sexuais sdo potentes
reguladores da fungdo imune a nivel da producéo de citocinas. Assim, a fisiopatologia do
LES compreende mdltiplas variedades de respostas celulares e moleculares de
participantes ativos da resposta imune inata e adaptativa (38). Em esséncia, a patogénese
do LES caracteriza-se por promover quadros inflamatorios em todos os 6rgéos, o que
determina sua apresentacdo clinica heterogénea, envolvendo uma cascata de citocinas

pré-inflamatérias e imunocomplexos (39).
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Figura 1 - Principais manifesta¢@es clinicas no lpus eritematoso sistémico.
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LES: lupus eritematoso sistémico.
Fonte: Autoria Prépria.

Nesse sentido, a fisiopatologia do LES pode ser resumida por quatro
caracteristicas principais: 1. producdo excessiva de células apoptéticas e eliminacao
reduzida de material apopt6ético com vias de complemento defeituosas; 2. estimulacéo de
antigeno nuclear de células imunes inatas, como células dendriticas plasmocitoides
(pDCs) e producédo aberrante de interferon tipo I (IFN); 3. alteragdes da tolerancia das
células T acentuada pela diminuicdo das células T reguladoras (Tregs) e alteracdes nas
populaces de células T; e 4. quebra na tolerancia das células B, ativacdo das células B e
producéo de autoanticorpos (40,41). Além disso, ja esta bem descrito na literatura que o
LES esta fortemente associado a um quadro inflamatorio com funcdo anormal das células
T, produgdo anormal de citocinas e aumento da resposta imune (41). Autores sugerem
que este aumento da producéo de citocinas e de autoanticorpos no LES esta relacionado
a hipometilacdo da regido reguladora de DNA em células T (42). Ainda, pesquisadores
apontam a importancia da metilacdo do DNA no desenvolvimento do LES, visto que a
hipometilagédo do DNA de genes de cascatas da inflamacgéo parece desempenhar um papel

importante na etiologia desta doenca (42).
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A finalidade terapéutica do tratamento do LES se baseia na remisséo da doenga e
manutencdo dos niveis de atividade de sua resposta inflamatoria. O tratamento do LES é
individualizado devido a heterogeneidade da doenca e geralmente é realizado com base
nas manifestacGes clinicas dos pacientes. O manejo medicamentoso frequentemente
utilizado para o controle da atividade da doenca € principalmente composto de
Imunossupressores como metotrexato e a ciclofosfamida; corticosteroides;
imunoglobulinas e antimalaricos (43). As condutas baseadas nos parametros utilizados
no tratamento sdo feitas de acordo com as manifestacdes clinicas do paciente e por meio
do monitoramento e verificacdo da resposta ao tratamento e a qualidade de vida (44). No
entanto, em casos potencialmente mais graves se faz necessaria uma conduta mais

especifica devido ao potencial risco de danos em érgéos alvo (45).

2.3 Obesidade e tecido adiposo como 6rgéo secretor

A obesidade é uma doenca complexa de etiologia multifacetada, com sua propria
fisiopatologia, comorbidades e aspectos debilitantes (15). Atualmente, um dos principais
focos de pesquisas em obesidade é o tecido adiposo, devido a uma revolucéo nas Gltimas
décadas sobre o entendimento de sua funcdo bioldgica (46)As diferentes respostas aos
diversos tratamentos e uma compreensdo mais detalhada dos mecanismos moleculares
envolvidos na obesidade, tem sido cada vez mais relacionados com as caracteristicas
celulares do tecido adiposo (47).

O tecido adiposo por muito tempo foi reconhecido somente como um tecido
conjuntivo com funcdo de sintetizar e armazenar lipideos em forma de goticulas de
gordura, fornecer isolamento aos 6rgaos e protecdo contrachoques mecanicos, atuar como
isolante térmico e ainda ser a maior reserva de energia do corpo humano ((48)). No
entanto, & medida que a ciéncia avangou nas ultimas décadas, vem se descobrindo uma
nova face desse tecido, que ultrapassa estas ndo menos importantes atividades, na qual se
destaca sua fungdo imune enddcrina, caracterizada pela produgdo e secregdo de
horménios, citocinas e adipocinas(49).

As adipocinas como anteriormente citadas sdo citocinas secretadas pelos
adipdcitos. As citocinas sdo definidas como proteinas solGveis sintetizadas por células
imunes ou ndo, que mediam a comunicacdo intracelular por transmitirem informacdes as

células-alvo, via interagfes com receptores especificos(50). Desse modo, as adipocinas
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tem importante funcéo fisiolégica no organismo desde, por exemplo, a regulacdo do
metabolismo lipidico & homeostase energética. As principais adipocinas secretadas pelo
tecido adiposo sdo a leptina e adiponectina (50)Ainda, os adipdcitos sdo capazes de
secretar diversas citocinas inflamatorias como as interleucinas (e.g. IL-6, 1L-10, IL-17),
TNF-alfa e proteinas de fase aguda (51)

O tecido adiposo magro e saudavel é caracterizado pela presenca de células T
reguladoras anti-inflamatorias (Tregs) e macrofagos de um fendtipo M2, alternativamente
ativado, que promovem a regulacgéo positiva de fatores anti-inflamatérios, como IL-10 ou
adiponectina, e a regulacdo negativa de citocinas pré-inflamatdrias, associando-se ao
reparo tecidual e a resolucdo da inflamacg&o. Por outro lado, a hipertrofia dos adipdcitos
geralmente ndo permite que haja uma irrigacdo adequada do tecido, ocasionando uma
hipdxia tecidual, com consequentemente morte celular (52)Essa hipertrofia induz a
infiltracdo de macrdfagos de fendtipo M1 e ao aumento da inflamacdo com producédo
aumentada de adipocinas pré inflamatorias, como TNF-alfa e IL-6. 1sso € acompanhado
por uma desregulacdo da secrecdo de leptina, adiponectina e resistina, e aumento da
infiltracdo de células T citotoxicas CD8, com diminuicdo de células auxiliares CD4 (53).
Ainda, tal processo inflamatorio induz a secrecdo de espécies reativas de oxigénio e
mudangcas no estado redox, levando a um aumento do estresse oxidativo no tecido adiposo
(54). Nesse sentido, a inflamacéo é uma importante desordem metabdlica que se associa

de forma dinamica com a obesidade (55,56) (Figura 2).

2.3.1 Leptina

Na década de 90, por meio de estudos em modelos experimentais de camundongos
com obesidade, a leptina foi identificada pela primeira vez (57). Autores demonstraram
que camundongos pertencentes a cepa ob/ob, portadores de uma mutacéo disfuncional do
gene da leptina, eram obesos e tinha o apetite aumentado (58).

O principal local de acdo da leptina é o cérebro, especificamente tronco cerebral
e hipotdlamo. No tronco cerebral, a sua principal atividade ¢ modular a saciedade e o
controle da recompensa e da aversdo. No hipotalamo, a leptina atua como um ator
importante na regulacdo do apetite e da homeostase energética, ou seja, seu papel
fisiolégico primério é atuar no sistema nervoso central, regulando o gasto energético e o

equilibrio entre a ingestdo de alimentos. A leptina exerce suas acgdes ligando-se aos
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receptores de leptina na superficie das células, principalmente no tecido intestinal,
neuronal, hepético, pancreético, cardiaco e perivascular (59).

Figura 2 - Tecido adiposo na obesidade e seus mecanismos celulares.
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Fonte: Autoria Prépria

Os receptores de leptina pertencem a familia dos receptores de citocinas, que
compreende em pelo menos cinco diferentes isoformas: o receptor longo (Ob-Rb), os
receptores curtos (Ob-Ra, c e d), além do receptor soltvel (Ob-Re). O receptor longo (Ob-
Rb) é o mais descrito na literatura, possui um dominio intracelular de 302 amino&cidos e
é expresso em algumas regides do cerebro, participando da ativacéo de vias criticas de
segundos mensageiros e agindo em resposta as acdes centrais da leptina(60). A medida
que a leptina se liga ao seu receptor de leptina, ocorre a ativagdo da janus tirosina quinase
2 de (Jak2) a qual, por sua vez, leva a fosforilagdo proteinas alvo citoplasmaticas,
incluindo o transdutor de sinal e ativador de transcri¢do 3 (STAT3). O STAT3 fosforilado
liga-se e regula genes alvo, desempenhando a funcdo fisioldgica da leptina. Dessa
maneira, 0 STAT3 atua como um fator de transcricdo responsavel pela mediacdo das

acOes primarias da leptina (61) .
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Na obesidade, a leptina esta superexpressa no tecido adiposo(59) . Por outro lado,
outros estudos demonstraram que individuos com obesidade parece apresentar expressdo
alterada da leptina e do seu receptor, levando a um estado denominado resisténcia a
leptina (62) A medida que a obesidade progride gradualmente com o aumento da massa
do tecido adiposo (como resultado de um desequilibrio entre a ingestdo e o gasto
energeético), é tipicamente observado um aumento concomitante proeminente nos niveis
circulantes de leptina; entretanto a sensibilidade a leptina é reduzida, podendo levar aos

distdrbios metabdlicos associados (63).

2.3.2 Adiponectina

A adiponectina, também conhecida como proteina complementar relacionada
com o adipdcito (Acrp30), é uma proteina plasmatica de aproximadamente 30 kDa,
relativamente abundante, secretada especificamente pelo tecido adiposo(64). Além disso,
¢ a adipocina mais abundante na circulacdo, e seus niveis se apresentam inversamente
correlacionados ao indice de massa corporal (IMC), aos niveis de triglicerideos e a
resisténcia a insulina (64).

Seus efeitos bioldgicos dependem ndo somente dos seus niveis circulantes na
corrente sanguinea, mas também da especificidade tecidual e de seus receptores
(ADIPOR1 e ADIPOR?2). Estes sdo encontrados em maior quantidade no musculo
estriado esquelético e no figado, respectivamente. Dentre suas principais funcdes, a
adiponectina diminui a resisténcia a insulina, aumentando a oxidagdo dos &cidos graxos
e estimulando a utilizacdo da glicose. Por exemplo, a ligacdo da adiponectina aos seus
receptores (ADIPOR1) em células musculares promove a ativacdo da proteina quinase
ativada por monofosfato-adenosina (AMPK) (65), aumentando a beta-oxidacdo de acidos
graxos e a captacdo da glicose. Por outro lado, a ligacdo da adiponectina aos seus
receptores (ADIPOR2) em células hepéticas promove a ativacdo da AMPK, com
consequente inibicdo da gliconeogénese e aumento da oxidacgao de acidos graxos. Assim,
altas concentracdes séricas de adiponectina estdo associadas com o decréscimo do nivel
de triglicerideos, aumento da sensibilidade a insulina, aumento dos niveis de lipoproteina
de alta densidade (HDL) e efeitos anti-vasculares e anti-inflamatérios (66).

No entanto, a concentragdo de adiponectina esta diminuida em individuos com

obesidade (67). Na obesidade, diversas alterages que ocorrem no microambiente dos
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adipdcitos sdo responsaveis por inibir a expressdo e/ou secre¢do de adiponectina, como,
por exemplo, 0 aumento da expressdo de I1L-6 (68) ,TNF-alfa (68,69), a micro hipdxia

(70) e o estresse do reticulo endoplasmatico (71).

2.3.3 TNF-alfa

O TNF-alfa é considerado uma citocina pro-inflamatéria multifuncional com a
capacidade de exercer uma diversidade de funcGes bioldgicas e celulares em tecidos
distintos por meio da interagdo com os seus receptores especificos. Além disso, pode ser
secretado por macrofagos ativados, linfocitos ou mondcitos (72). Desempenha um papel
crucial na imunidade inata e adaptativa, proliferacdo celular e no processo de apoptose.
Seu principal efeito fisioldgico é promover a resposta imune e a inflamatéria por meio do
recrutamento de neutrofilos e mondcitos para o local da infeccdo, além de ativa-los.
Quando liberado em pequenas concentracdes, estimula as células endoteliais a secretarem
guimiocinas com acdo quimiotaxica em relacdo aos leucocitos, promovendo um processo
inflamatdrio local (73).

Nesse cenario, alguns estudos evidenciaram expressao elevada de TNF-alfa no
tecido adiposo de maltiplos modelos experimentais de obesidade (74,75). Ainda, estudos
clinicos também mostraram aumento das concentracdes de TNF-alfa em individuos com
elevado IMC, sugerindo importante papel do TNF-alfa na regulacdo da sensibilidade a

insulina (76,77) e outras comorbidades associadas a obesidade (78).

2.3.4 Interleucina-6

A IL-6 € uma importante citocina pleiotropica com atividade inflamatéria e anti-
inflamatdria que medeia uma série de fungdes fisioldgicas, incluindo a diferenciacdo de
linfocitos, proliferacdo e sobrevivéncia celular, aléem de potencializar sinais apoptéticos
(79) . Na cascata de sinalizagdo da IL-6, a citocina ativa seu receptor por meio das vias
MAP quinase (MAPK) e fosfoinositideo 3-quinase (PI3K), desencadeando,
posteriormente, a sinalizagdo intracelular pela via da JAK/STAT. Assim, a IL-6 esta
intimamente relacionada com a imunidade inata e adaptativa (80). No sistema imune, a

IL-6 € a principal indutora dos reagentes de fase aguda e modula respostas de linfocitos
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T e B. Além disso a IL-6 junto com o TNF-alfa e a IL-1b promovem a producéo de
quimiocinas, ativando fagocitos (79).

As concentracOes plasmaticas de IL-6 podem refletir a extensdo da adiposidade,
sendo que esta citocina tem sido associada a orquestracdo complexa da regulacdo

imunoldgica alterada no tecido adiposo de individuos com obesidade (81).

2.4 A obesidade como possivel fator agravante do LES

Evidéncias recentes apontam o aumento da prevaléncia de sobrepeso e obesidade
entre os individuos com LES, chegando a cerca de 40% (16). Acredita-se que a terapia
prolongada com glicocorticoides, o sedentarismo, os maus habitos alimentares, assim
como o agravamento do quadro clinico causado pelo perfil inflamatorio exacerbado que
influencia nos sintomas musculoesqueléticos, diminuindo a mobilidade dos pacientes, séo
caracterizados como importantes contribuidores para o desenvolvimento da obesidade em
pacientes com LES (8,82). Por exemplo, 0 uso de corticosteroides por esses pacientes tem
importante associacdo ao ganho de peso, pois relaciona-se com aumento na retencdo
hidrica e aumento significativo do apetite (83) .

De maneira importante, alguns estudos vém demonstrando que a obesidade tem
papel bioldgico na aceleracdo da patogénese do LES (82,84-87), entretanto, as causas
ainda ndo foram totalmente elucidadas. Dados recentes evidenciaram que uma dieta
hiperlipidica aumentou a incidéncia de proteindria grave e intolerancia a glicose em
modelos animais de LES (88) Ja um recente estudo transversal com mulheres com LES
mostrou que aquelas com excesso de peso corporal apresentaram maior atividade da
doenca do que as mulheres com peso corporal adequado(89). Nesse cenario, o tecido
adiposo e as citocinas por ele secretadas (como detalhadas na sec¢éo anterior) apresentam
papel importante nessa relacdo. Sabe-se que a obesidade esta associada a alteracdo da
funcdo sistémica imunoldgica, tanto em imunidade inata e adaptativa (90)por meio de
varios mecanismos, nos quais o aumento do tamanho dos adipdcitos e da secrecdo de
leptina e citocinas inflamatorias € o principal (91).

De maneira interessante, um estudo in vivo demonstrou que a ativacdo
imunolégica geral e a producdo de autoanticorpos anti-DNA foram aumentadas em
camundongos com LES alimentados com dieta rica em gordura (92). Outros

pesquisadores, em um ensaio clinico, observaram que pacientes com obesidade e LES no
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inicio da infancia apresentavam niveis séricos de TNF-alfa mais elevados quando
comparados a pacientes com LES sem obesidade e grupos controles saudaveis (93). Tais
dados sugerem que o aumento dos niveis de citocinas pro-inflamatorias pode acarretar
exacerbacdo da inflamacgdo ja presente no LES (94). Por outro lado, outros estudos
mostraram que a leptina poderia promover a sobrevivéncia e proliferagdo de células T
autorreativas em um modelo de LES (49, 50).

No ambiente obesogénico e no contexto de modificacdes genéticas do eixo
leptina/receptor de leptina podem induzir alterages criticas nos niveis ou na acao da
leptina de uma maneira que acelera disfuncBes metabolicas, resultando em estado
hiperfagico e expanséo do tecido adiposo. Como resultado, inicia-se um ciclo vicioso em
que ocorrem hiperleptinemia e resisténcia a leptina, levando por sua vez ao aumento da
ingestdo de alimentos e ao aumento de gordura, que é seguido pela superproducdo de

leptina aumentando o risco de desenvolver condi¢Bes metabdlicas (95).

2.5 Metilacdo do DNA: implicacdes no LES e na obesidade

A epigenética é caracterizada por mudancas reversiveis no genoma que nao tem
relacdo com alteracdo nas sequencias de nucleotideos do DNA (96). Compreende um
conjunto de mecanismos que promovem a regulacdo da expressao génica a nivel
transcricional (97). Desse modo, alteracGes epigenéticas impactam na forma como a
molécula de DNA ¢ formatada, e consequentemente, regula quais genes permanecerao
ativos, influenciando na fisiologia e no metabolismo de um organismo (98). A maquinaria
epigenética pode ser influenciada por varios fatores, como fatores ambientais, processo
de envelhecimento, nutricdo, exposi¢cdo aos raios ultravioletas, infeccBes virais, dentre
outros (99).

Dentre os principais mecanismos epigenéticos destaca-se a metilacdo de DNA,
a expressdo de RNAs nédo codificantes e as modificacGes de histonas (e.g. metilacéo,
fosforilacdo e acetilagdo) (97,100). Os processos epigenéticos sdo particularmente
importantes no inicio da vida, quando as células estdo recebendo pela primeira vez as
instrugcdes que ditardo seu futuro desenvolvimento (101). A comparacdo do mapa
epigendmico de uma célula ou tecido saudavel com o mapa da mesma célula ou tecido

ap6s uma exposicdo ambiental ou em relacdo a uma doenga especifica auxilia a
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compreender melhor como o ambiente afeta os genes por meio de processos epigenéticos
(100).

A metilacdo do DNA é o mecanismo epigenético mais comumente estudado.
Refere-se a adi¢ao de um grupo metil (CH3) na posi¢do 5’ da citosina na molécula de
DNA (102)(103). Em mamiferos, a metilagdo de DNA ocorre na base nitrogenada
citosina antecedendo uma guanina, nos chamados sitios CpG (104). Essa ligacdo altera a
conformacédo do DNA, tornando o0s genes mais ou menos ativos em seu papel de produzir
proteinas (104). Dito isso, a metilagdo do DNA € responsavel pela regulacdo da expressao
génica, mais especificamente nos processos de silenciamento de genes (105).

Vérios fatores podem influenciar os niveis de metilacdo do DNA, seja por meio
da diminuicdo da atividade enzimatica das enzimas DNA metiltransferases (DNMTS),
por alteracdes nas enzimas relacionadas ao ciclo da metionina, ou pela diminuicdo da
disponibilidade de doadores de agrupamento metil obtidos por meio da dieta ou
suplementos alimentares (vitaminas do complexo B) (19,42,106). Varios nutrientes
dietéticos chamados de nutrientes doadores de grupo metil como o folato, vitamina B12,
metionina, colina e betaina sdo essenciais no processo de metilacdo de DNA. Tais
nutrientes participam do metabolismo de um carbono, sendo percursores de S-adenosil
metionina (SAM). O ciclo se inicia por meio da metionina proveniente da dieta que pode
ser convertida a S-adenosilmetionina através da acdo da enzima metionina-
adenosiltransferase, que catalisa a transferéncia da adenosina para a metionina. As
enzimas DNMTs sdo responsaveis pela transferéncia de grupos metil do SAM para a
posicao carbono-5 das bases citosina, gerando 5-metilcitosina e convertendo SAM em S-
adenosilhomocisteina (SAH) que é hidrolisada com a ajuda da enzima adenosil-
homocisteina-hidroxilase a homocisteina (107) (Figura 3).

Sabe-se que padrdes de metilacdo do DNA alterados relacionam-se a etiologia e
fisiopatologia de diversas doengas e distirbios metabdlicos como o LES e a obesidade
(108,109). Nesse cenério, a atividade e progressdo do LES tem sido negativamente
associada a padrdes de metilagdo do DNA (110). Evidéncias apontam que pacientes com
LES ativo apresentam uma hipometilagdo global do DNA em linfocitos, resultando em
expressao aumentada de células T CD4+ (111-113), a qual se correlaciona inversamente
com a atividade da doenca(114). Outros estudos tém demonstrado que 0s mecanismos
epigenéticos envolvidos na patogénese do LES afetam a expressao de genes responsaveis

pela regulagdo da funcdo das células do sistema imune (102,115,116). Mais
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especificamente, autores evidenciaram, em humanos, hipometilagio de genes
codificantes de citocinas inflamatorias como IL-6, IL-17 e TNF-alfa (115) e IL-10 e IL-

13 (117).

Figura 3 - Ciclo da metionina.
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O aumento da expressdo de algumas citocinas, como IL-10 e IL-13 permite o
recrutamento e ligacédo aos fatores de transcricdo da familia STAT (e.g. STAT3) que, por
sua vez, co-recruta o coativador transcricional p300. Devido a sua funcéo de atividade de
histona acetilase, 0 p300 suporta a descompactacdo da cromatina através da acetilagéo do
H3K18 e aumenta a expressdo génica (111,117,118). Este aumento da expressao de IL-
10 nas células T promove a atividade das células B no LES. Além disso, a STAT3
apresenta funcdes criticas nas células T por meio da sinalizagdo e diferenciacdo por Th17
que é o principal produtor de citocinas da familia IL-17, que medeia o recrutamento de
neutrofilos e induz a liberagdo de outras citocinas pré-inflamatorias, que juntas
promovem danos teciduais em varias doencas autoimunes, incluindo o LES (119,120)

Ainda, outros estudos vém avaliando o papel das DNMT, especialmente a

DNMT1, na hipometilacdo associada ao LES, porém os resultados séo contraditdrios. A
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DNMT1 é responsavel pela remetilacdo do DNA durante a diviséo celular, restaurando e
conservando os padrdes de metilagdo da cadeia de DNA paterna, por isso assim chamada
de metiltransferase de manutencdo (110). Enquanto alguns autores evidenciaram uma
menor expressao do gene DNMTL1 nos pacientes com LES quando comparados a
controles saudaveis, outros observaram uma maior expressao de DNMT1 nos individuos
com LES (121,122).

Em se tratando da obesidade, um estudo utilizando um modelo de camundongo
com obesidade induzida por dieta (DIO), apresentou que a expressao de RNAmM de Dnmtl
e Dnmt3a foi elevada no tecido adiposo (123). Corroborando com estes resultados, um
estudo identificou que niveis elevados de Dnmtl parecem estar associados a inflamacao
associada a obesidade e a resisténcias a insulina, promovendo a hipermetilacdo do locus
Adiponectina, C1Q e dominio de colageno (Adipoq) (124).

S&0 escassos o0s estudos que avaliam o perfil de metilagdo de DNA no LES,
considerando a obesidade como fator contribuidor. Em um estudo realizado com
pacientes com LES e obesidade ou peso adequado mostrou que a hipometilacdo do DNA
em células T CD4+ ocorrem extensivamente em pacientes com LES, entretanto, sdo
muito mais pronunciadas naqueles com obesidade. Ainda, pacientes com LES e
obesidade apresentaram menor expressdo de DNMT1 (125).

2.6 Papel dos nutrientes na maquinaria epigenética

Certos nutrientes encontrados na dieta (e.g. folato, metionina, colina e algumas
vitaminas do complexo B) podem atuar como doadores de metil ou atuarem como
cofatores para enzimas envolvidas em processos epigenéticos (19) e diversos estudos tém
mostrado o papel desses nutrientes sob os padrdes de metilacdo do DNA (22,126,127).
Esses nutrientes estdo envolvidos no metabolismo de 1-carbono e sdo cruciais para manter
a regulacdo epigenética adequada, a expressdo génica e a homeostase dos processos
celulares e moleculares (128) . A vitamina B9 (folato) € uma vitamina essencial e soltvel
em agua encontrada em alimentos como vegetais folhosos escuros (e.g. espinafre,
repolho, alface e brdcolis), leguminosas (e.g. feijao, lentilha e ervilha), frutas citricas (e.g.
laranja), figado e grdos fortificados (e.g. farinha de trigo) (129). O folato € um
componente importante no metabolismo e crucial em varios processos bioldgicos,

incluindo sintese, reparo e metilacdo do DNA (130) A vitamina B12 (cobalamina) é uma
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vitamina solGvel em agua, encontrada principalmente em alimentos de origem animal,
COmO carne e peixes, ovos, laticinios, e produtos fortificados como cereais matinais e leite
vegetal (e.g. soja, améndoa ou aveia). A vitamina B12 contribui com o folato na doagéo
de grupos metil nas reacbes de metilacdo do DNA e outros processos celulares (131) .
Assim, dietas ricas em nutrientes doadores de grupo metil podem alterar a expressdo
génica, especialmente durante o desenvolvimento inicial, quando o epigenoma estéa sendo
estabelecido pela primeira vez (19).

Nesse cenario, diversos estudos vém avaliando o papel de dietas suplementadas
com nutrientes doadores de grupo metil no perfil de metilacdo de diferentes genes alvo.
Estudo em modelo experimental mostrou alteraces fenotipicas e epigenéticas apds o uso
de um coquetel de micronutrientes com colina, betaina, acido félico e vitamina B12 em
um modelo transgeracional de obesidade (19). Ainda, resultados de estudo com
camundongos ap6s dietas obesogénicas suplementadas com doadores de grupo metil
evidenciou mudangas na maquinaria epigenética, induzindo hipermetilacdo do DNA
(132). Uma recente revisdo sistematica e meta-analise demonstrou que a suplementacao
de micronutrientes doadores de metil pode alterar os niveis de metilacdo do DNA in vitro,
em modelos animais e em ensaios clinicos em humanos de diferentes maneiras. A
suplementacédo de altas doses de &cido folico, por exemplo, alterou os niveis globais de
metilacdo do DNA de animais, enquanto ndo foram observados efeitos com uso de baixas
doses (133).

Apesar das evidéncias supracitadas, poucos sdo os estudos avaliando o papel da
suplementacdo de nutrientes doadores de metil no perfil de metilacdo do DNA no LES.
Estudo avaliando a ingestdo de nutrientes doadores de metil nos niveis de metilacdo da
do gene CD40L em células T de mulheres com LES observou associacdo entre metionina,
colina e cisteina com a metilacdo média do gene (134). Por outro lado, de acordo com
recente revisdo, até o presente momento, novos estudos sobre a acdo de nutrientes
doadores de metil na metilagdo do DNA s&o necessarios(135). Apesar do uso promissor
de dieta/nutrientes como potenciais ferramentas terapéuticas no manejo do LES, os

estudos ainda sdo escassos e ha a necessidade de maior esclarecimento (136).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo primario

Avaliar de maneira exploratéria o perfil de metilacdo do DNA no tecido adiposo
de modelo animal de LES alimentado com racdo padrdo ou ragdo com alto teor calérico
e lipidico, e investigar se a suplementacdo de acido folico e vitamina B12 é capaz de

modificar esse perfil.

3.2 Objetivos secundérios

e Entre animais com LES alimentados com racdo padrdo ou racédo
hipercaldrica e hiperlipidica comparar a expressdo de genes Dnmt1, Stat3,
Lep, 1I-6 e Tnf-alfa,

e Dentre os animais com LES alimentados com ragéo padréo e racéo padrao
suplementada, comparar a expressao de genes Dnmtl, Stat3, Lep, 1l-6 e
Tnf-alfa,

e Dentre os animais com LES alimentados com racdo hipercalérica e
hiperlipidica e racéo hipercaldrica e hiperlipidica suplementada, comparar

a expressdo de genes Dnmtl, Stat3, Lep, 11-6 e Tnf-alfa.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Aspectos éticos

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com o
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e ap0s aprovacgao
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina da
Universidade de Séo Paulo (FM-USP) (n° 1695/2021) (ANEXO A).

4.2 Animais

Trinta camundongos da linhagem NZBWF1/J, fémeas, com peso aproximado de
30 g e idade de 8 semanas foram obtidos por meio de importacdo do The Jackson
Laboratory® (Bar Harbor, Maine, EUA). Camundongos da linhagem NZBWF1/J séo
modelos animais espontaneos e induzidos de LES, isto é, ndo sdo animais geneticamente
modificados. Esse modelo vem sendo utilizado como ferramenta Gtil para o estudo da
etiopatologia da doenca, para a identificacdo de alvos terapéuticos e rastreamento de
tratamentos em estudos pré-clinicos. Ressalta-se que o modelo animal compartilha
subconjuntos especificos de atributos com a doenca observada em humanos(137)

A importacdo foi realizada diretamente pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa do
Estado de Séo Paulo (FAPESP). Os animais foram transportados dos EUA em caixas
apropriadas, com agua e alimento necessario para sua sobrevivéncia (Figura 4). Ao
chegarem na FM-USP, os animais foram mantidos no Biotério de Clinica Médica.

No referido biotério, os animais foram alocados em gaiolas plasticas (trés a quatro
animais por cada gaiola) em sala controlada para ciclos claro-escuro (12:12 horas),
temperatura (24+1°C) e umidade (60 a 70%). Os camundongos tiveram livre acesso a
agua e a racdo [American Institute of Nutrition (AIN-93G)] para adaptacdo ao novo

ambiente por duas semanas antes do inicio dos experimentos.
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Figura 4 - Chegada dos animais ao Biotério de Clinica Médica da Faculdade de Medicina da

Universidade de Séo Paulo.
pv = . \

4.3 Desenho experimental

Ap0s o periodo de adaptacdo, os animais foram randomizados em quatro grupos
(Quadro 1) com auxilio do software Random.org. Tais grupos foram baseados nas
respectivas ragdes que os animais iriam receber durante o experimento. Em seguida, cada
grupo foi categorizado por cores diferentes para melhor identificagdo durante o

experimento (Figura 5).

Quadro 1 - Divisdo dos animais por grupos de acordo com a ragdo recebida no experimento.

Grupo Tipo de racao N“”?em. de
animais
Racéo padrdo (SD) Racéo regular 7
Racdo padrdo suplementada (SDS) Ragdo regular suplementada 8
Obesidade (HFD) Ragaq hlpgr?a!orlca ¢ 7
hiperlipidica
Obesidade suplementado (HFDS) . Rac.;a? hlpercalorlca ¢ 8
hiperlipidica suplementada
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Figura 5 - Gaiolas com os grupos separados por cores de acordo com o tipo de racdo recebida
no experimento.

Verde: racdo padrdo, Vermelho: ragdo padrdo splementada, Azul: ragdo percal()rica e
hiperlipidica, Amarelo: ragao hipercaldrica e hiperlipidica suplementada.

O desenho experimental do estudo estd demonstrado na Figura 6. Os animais

receberam as respectivas racdes pelo periodo de 12 semanas.

Figura 6 - Delineamento experimental do estudo.
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Durante todo o periodo de experimentacdo, a quantidade de ragcdo consumida (por
caixa) foi aferida trés vezes na semana, no mesmo horario (Figura 7). Apés essas
pesagens, a racao era reposta, deixando sempre quantidade suficiente disponivel. O
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calculo da quantidade de racdo ingerida por animal foi realizado pela média das trés
aferi¢cbes semanais por caixa, dividido pelo nimero de animais em cada caixa. O peso de

cada animal foi registrado semanalmente ao longo do estudo (Figura 8).

Figura 7 - Pesagem da racéo.

Figura 8 - Pesagem dos camundongos.

Ao final das 12 semanas, os animais foram submetidos a jejum de 10 horas e

anestesiados por meio de injecdo intraperitoneal com quetamina e xilazina na dosagem
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de 1 ml dos respectivos anestésicos para 10 ml de solugéo salina e aplicado na dosagem
de 10 uL para 1g de peso do animal. Em seguida, os animais foram eutanasiados com
uma superdosagem dos respectivos anestésicos, respeitando as normas da Comissdo de
Etica. Subsequentemente foram coletadas amostras de tecido adiposo subcutaneo (TAS)
de cada animal utilizando instrumentos apropriados. O TAS foi coletado da regido
abdominal. Para cada animal, metade da amostra de TAS coletada foi colocada em tubos
criogénicos; enquanto a outra metade foi colocada em tubos criogénicos contendo solugéo
estabilizadora de RNA (TRIzol® Reagent da Life Technologies). Todas as amostras foram
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido. Logo depois, as amostras foram

armazenadas em freezer a -80°C para as analises posteriores.

4.4 Ragoes

As racBes foram adquiridas em comércio local proprio (Rhoster Brasil, Brasil) e
armazenadas em temperatura de 4 a 8 °C (geladeira apropriada) de acordo com as
instrucdes do fabricante. A composicdo de cada racdo esta descrita no Quadro 2. As
racbes suplementadas continham a mesma composicdo das ragfes iniciais, porém
acrescidas, industrialmente, de 8 mg de &cido fdlico e 50 ug de vitamina B12 por cada kg
de racdo.

Quadro 2 - Composicao das racdes regular ou hipercalérica e hiperlipidica.

Ingredientes Racéo hipercaldrica e

Racéo regular

(por kg de racéo) hiperlipidica
Calorias 4.200 (4,2 kcal/g) 6.600 (6,6 kcal/g)
Microcelulose 50 50
Sacarose 100 100
Caseina 200 200
Amido de milho 397 197
Dextrina de milho 130,5 130,5
Gordura vegetal hidrogenada 0 200
Oleo de Soja 70 70
Mix de vitaminas 10 10
Mix de minerais 35 35
L-cisteina 3 3

Colina 25 25
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4.5 Analise dos niveis de metilagdo do DNA

4.5.1 Extracdo de DNA

A extracdo do DNA foi realizada a partir das amostras de TA por meio do Kit
DNeasy Blood and Tissue (Qiagen) seguindo protocolo do fabricante. A concentracéo e
a pureza do DNA foram determinadas por espectrofotometria usando NanoDrop 2000c.
A concentracdo do DNA foi avaliada a 260 nm e a relagéo de leituras a 260 nm e a 280
nm para estimar a pureza do DNA, estabelecendo-se o valor de 1,8 como referéncia

minima.

4.5.2 Tratamento com bissulfito de sédio

O DNA extraido foi tratado com bissulfito de sddio e purificado utilizando o kit
comercial EZ DNA Methylation-Gold (Zymo Research) de acordo com as instrucdes do
fabricante. Com o tratamento, as citosinas ndo metiladas foram convertidas em uracilas,

enquanto as citosinas metiladas permaneceram inalteradas.

4.5.3 Ensaio de metilacdo do DNA

Para analise dos niveis de metilacdo do DNA utilizou-se a técnica de beadchip
com o ensaio Infinium Mouse Methylation BeadChip (Illumina, San Diego, CA) de
acordo com o protocolo do fabricante (Infinium HD Assay Methylation Protocol Guide,
Part #15019519, Illumina). O DNA previamente tratado foi desnaturado, neutralizado e
amplificado. Posteriormente, realizou-se a etapa de precipitacdo com isopropanol, o e
DNA foi ressuspenso em tampdo para hibridizagdo. Em seguida, as amostras
ressuspendidas foram hibridizadas nas laminas do beadchip a 48°C por 16 horas (Figura
9). Em seguida realizou-se lavagem para retirada de fragmentos ndo anelados, e os
beadchips foram preparados para uma extensdo de bases alelo-especificas incorporando
nucleotideos de citosina marcados. Os beadchips foram entdo escaneados usando o
sistema Illumina iScan SQ que emprega um laser de duas cores fluorescente do scanner

capaz de excitar os fluoréforos incorporados durante a etapa de marcacgao do protocolo.
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A amplificagcdo da marcagdo incorporada forneceu o sinal identificado permitindo a
identificacdo dos sitios metilados no DNA.

Figura 9 - Incorporacdo do DNA nas laminas (Beadchip) utilizadas para analises de metilacao
de DNA.

4.6 Analise de expressdo génica

4.6.1 Extracdo de RNA

A extracdo do RNA a partir das amostras de TAS foi realizada por meio do
RNeasy Mini Kit (Quiagen), seguindo o protocolo do fabricante. Ao final deste
procedimento, a ressuspensao do pellet de RNA foi realizada em 20ul de agua livre de
RNase. O RNA foi quantificado em espectrofotobmetro (NanoDrop 2000c) e a
absorbancia foi medida nos comprimentos de onda de 260, 280 e 230nm, visando
avaliacdo do grau de pureza.

4.6.2 Sintese de DNA complementar
A sintese de DNA complementar (cDNA) foi realizada utilizando o kit High-

Capacity cDNA Reverse Transcription (Life Technologies) seguindo o protocolo do
fabricante, com o aparelho Termociclador Veriti (Applied Biosystem™), Para essa etapa,
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utilizou-se 2 pl de RNA tratado (concentragao aproximada de 1.227 ng) de cada amostra,
seguindo a ciclagem: Etapa inicial temperatura de 25°C 10 minutos, 37 °C por 60

minutos, 95 °C por 5 minutos.

4.6.3 Expressao génica relativa

A anélise da expressdo dos genes alvos (Dnmtl, Stat3, 1l-6, Tnf-alfa, Lep) foi
realizada em duplicata pelo método de reacdo em cadeia de polimerase (PCR) em tempo
real utilizando o aparelho Step One Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystems).
Para tal, utilizou-se sondas TagMan® MGB 6-FAM fluorogénicas (Applied Biosytems)
(Quadro 3). Os genes de referéncia utilizados foram beta-actina (Actb) e hipoxantina
guanina fosforibosil transferase (Hprt). As condi¢des de da PCR foram as seguintes: 50
°C por 2 minutos, 95 °C por 10 minutos (95 °C por 10 segundos, 56 °C por 45 segundos,
72 °C por 30 segundos) por 40 ciclos. As amostras foram analisadas pelo método 2-AACt
de Livak e Schmittgen, 2001(138).

Quadro 3 - Genes alvos e genes de referéncia avaliados no presente estudo.

Gene Simbolo Ensaio TagMan® ID

DNA metil transferase 1 Dnmtl Mm01151063_m1

Transdutor de S|r?al~e ativador de Stat3 MmO1219775 mi
transcricéo 3 -

Interleucina 6 11-6 MmO00446190_m1

Fator de necrose tumoral alfa Tnf-alfa MmO00443258 m1

Leptina Lep MmO00434759_ml

Beta-actina Actb Mm02619580_g1

Hipoxantina guanina fosforibosil Hprt MmM03024075_m1

transferase

4.7 Analises estatisticas e de bioinformatica

Variaveis numéricas foram descritas por valores de média e desvio-padrdo. A
normalidade de distribuicdo dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. O teste
U- Mann Whitney foi utilizado para comparacao dos grupos (SD versus HFD, SD versus
SDS e HFD versus HFDS). A significancia estatistica foi estabelecida em 5% (p<0,05),
sendo todas as analises realizadas no software Statistical Package for Social Science
(SPSS versédo 22.0 [Inc. Chicago. IL]).
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Os dados da matriz de metilacdo foram processados no ambiente estatistico R
4.1.1 (/lwww.r-project.org/). O pacote R (R Core Team, 2021) RnBeads foi utilizado para
controle de qualidade e pre-processamento. Primeiramente, utilizou-se u algoritmo de
corte para filtrar sondas e/ou amostras. Posteriormente, sondas que se sobrepunham a
polimorfismos de nucleotideo Unico, sondas em cromossomos sexuais e/ou sondas cujas
sequéncias mapeavam multiplas localizagdes gendmicas (reacdo cruzada) foram
removidas. As intensidades brutas obtidas na matriz foram normalizadas usando o
método BMIQ, que € uma abordagem de normalizacdo baseada em modelo para corrigir
valores [ de sondas do tipo II de acordo com a distribui¢ao beta dos valores 3 das sondas
do tipo I. Assim, um valor B especifico foi obtido para cada sitio CpG encontrado. O valor
[ corresponde a razao do sinal fluorescente entre a sonda metilada (M) em relagcdo a soma
das sondas M e ndo metilada (UM) [B = M/ (M +UM)] e variam de 0 (sem metilacdo) a
1 (100% de metilacdo de ambos os alelos). Por fim, modelos lineares hierarquicos foram
utilizados com pacote limma para obter as diferengas entre grupos. Os valores de p foram
corrigidos para testes multiplos (taxa de descoberta falsa, FDR) usando o método
Benjamini-Hochberg. Um pipeline de bioinformatica semelhante foi aplicado a todas as
comparac0es realizadas.

Posteriormente, aplicou-se um limiar para os sitios CpG significativos baseados
em AP com um valor minimo de 5% (valor maior que 0,5 ou menor que -0,5), um valor
de p menor que 0,01 e de FDR menor que 0,05. A anotacdo das ilhas CpGs utilizou a
seguinte categorizacao: (1) shore, para cada uma das sequéncias de 2 kb que flanqueiam
uma ilha CpG; (2) shelf, para cada uma das sequéncias de 2 kb proximas a um shore (2 a
4 kb de uma ilha CpG); e (3) open sea, para DNA ndo incluido em nenhuma das
sequéncias anteriores ou em ilhas CpGs. O local de inicio da transcricdo, TSS200 e
TSS1500, indicou as regides 200 ou 1500 pb a montante do local de inicio da transcricéo,
respectivamente. Considerou-se 5S’UTR, a regido entre TSS e o codon AGT (start site).
A regido definida como corpo do gene correspondeu aquela entre o codon AGT e o stop

codon. Por fim, considerou-se 3’UTR, a regido entre o stop codon e a cauda poli A.

4.8 Analises de enriquecimento de vias metabdlicas
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A fim de obter ainda mais relevancia bioldgica das associagdes significativas entre
a metilacdo do DNA e os fendtipos estudados, foi realizada analise de enriquecimento de
vias metabolicas com o programa WebGestalt (WEB-based Gene SeT AnaLysis,
http://www.webgestalt.org), utilizando a Enciclopédia de Genes e Genomas de Kyoto
(KEGG). Os IDs foram carregados e analisados em relacdo ao genoma humano de
referéncia, sendo que valores de p para enriquecimento sendo ajustados para testes
maultiplos utilizando FDR <5%.

A Figura 10 apresenta um resumo de todas as etapas envolvidas no presente

estudo.

Figura 10 - Fluxograma representativo das etapas realizadas durante o estudo.
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5. RESULTADOS
5.1 Sinais do desenvolvimento do LES
Todos os animais finalizaram o experimento. Ainda, observou-se que todos 0s
camundongos apresentaram sinais do desenvolvimento da doenca como, por exemplo, o

rash malar (Figura 11).

Figura 11 - Apresentacdo de rash malar como sinal do desenvolvimento da doenga nos
camundongos avaliados.

5.2 Efeito de uma dieta hipercaldrica e hiperlipidica (SD versus HFD)

Observou-se que animais que receberam a racdo hipercalorica e hiperlipidica
tiveram um menor consumo de racdo (em gramas) quando comparados aos animais que
receberam a racdo padrao (Figura 12A), entretanto, o consumo caldrico foi maior dentre
aqueles que consumiram a ragdo hipercalorica e hiperlipidica (Figura 12B).

Adicionalmente, observou-se que a ingestdo de racdo hipercalorica e hiperlipidica
durante o experimento favoreceu o aumento significativo do peso corporal (Figura 13A
e 13B). Ao final do experimento, os animais do grupo HFD ganharam, em média, o dobro
do peso daqueles do grupo SD (14,5+1,6 g versus 7,5+ 2,7 g, p <0,05). Ainda, as imagens
da cavidade abdominal dos animais mostram uma maior quantidade de tecido adiposo
naqueles do grupo HFD comparado ao grupo SD (Figura 14).
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Figura 12 - Ingestdo de racdo pelos animais dos grupos ragdo padréao e racdo hipercalorica e

i, 40— ’L g 50— _
2 20- g %

A: ingestdo em gramas. B: ingestdo em calorias. SD: grupo racdo padrdo, HFD: grupo racéo
hipercalérica e hiperlipidica. *: p <0,05.

Figura 13 - Peso corporal dos animais dos grupos racdo padrao e racao hipercal6rica e

hiperlipidica.
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A: evolucdo do peso durante por semana de experimento. B: ganho de peso ao final do
experimento. SD: grupo racdo padréo, HFD: grupo racéo hipercaldrica e hiperlipidica. *: p <0,05.
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Figura 14 - Quantidade de tecido adiposo abdominal.

A: camundongo do grupos ragcdo padrdo. B: camundongo do grupo racdo hipercalérica e
hiperlipidica.

A comparacao entre o perfil de metilacdo dos grupos SD e HFD revelou 193 sitios
CpGs validos que exibiram metilagdo diferencial do DNA igual ou superior a 5%
(p<0,01; FDR<0,05) (Figura 15). Os sitios diferencialmente metilados (DMCpGs) foram
relacionados a 143 genes.

A Figura 16 mostra as regides génicas e a distribuicdo genémica e cromossomica
de DMCpGs entre animais dos grupos SD e HFD. O maior nimero de DMCpGs
encontrado foi no opensea (84%) e no corpo dos genes (67,5%).
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Figura 15 - Heatmap dos sitios CpGs diferentemente metilados entre animais submetidos do
grupo racdo padrdo e grupo racao hipercal6rica e hiperlipidica.
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SD: grupo racdo padrao, HFD: grupo ragdo hipercalérica e hiperlipidica.
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Figura 16 - Caracterizacéo das regides génicas e a distribuicdo gendmica e cromossémica dos
sitios diferencialmente metilados entre os animais dos grupos SD e HFD.
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A: Regibes génicas dos DMCpGs. B: Distribuicdo genémica dos DMCpGs em relacéo a ilha

CpG.

Do total, 102 CpGs estavam hipometiladas nos animais do grupo HFD quando

comparado aqueles do grupo SD. A variacao entre os grupos foi de 5 a 27%. Tais sitios

CpGs foram relacionados a 75 genes conhecidos. Por outro lado, observou-se 91 CpGs

hipermetiladas nos animais do grupo HFD quando comparado aqueles do grupo SD

(relacionadas a 68 genes conhecidos). A variagao entre os grupos foi de 5a 19%. A Tabela

1 mostra os 20 principais DMCpGs.



Tabela 1 - Top 20 sitios CpGs diferencialmente metilados nos animais que receberam ra¢éo padrdo quando comparados aqueles que receberam ragdo

hipercaldrica e hiperlipidica.
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Posicdo em

Niveis de metilacdo

Sitio CpG Gene CHR Regido génica relacio a ilha Grupo SD Grupo HED A
Sitios CpGs hipometilados no grupo HFD

¢g32350587 3424078 ORI 14 tsstfssEggggz’oo OpenSea 0,32 40,03 0,60 +0,1 0,26
cg39121173 H13; Mcts2 2 tss_body S_Shore 0,49 £ 0,06 0,72+0,03 0,22
cg47123322 9 OpenSea 0,26 £ 0,04 0,48 £ 0,07 0,22
cg39783060 Nbea; Mab21l1 3 tss_body Island 0,31 +0,06 0,50 £ 0,06 0,19
cg32577761 Wdfy2 14 tss_body OpenSea 0,29 £0,02 0,41+0,04 0,18
€030243429 Sept9 11 tss_body OpenSea 0,48 + 0,02 0,65 = 0,06 0,17
€g35100315 FbxI17 17 tss_body OpenSea 0,33+0,04 0,49 + 0,05 0,16
€g28141499 10 OpenSea 0,46 + 0,04 0,62 +£0,05 0,16
€g43180931 Aszl 6 tss_200 OpenSea 0,56 £ 0,04 0,71+0,04 0,15
€g39284121 Znfx1 2 tss_body OpenSea 0,31 +£0,02 0,46 £ 0,05 0,15
Sitios CpGs hipermetilados no grupo HFD

€g34520748 Cldn14; Gm31012 16 tss_body OpenSea 0,41+0,09 053+0,11 0,18
cg41380519 Pabpc4 4 tss_body OpenSea 0,50 + 0,09 0,62 +0,10 0,16
cg41541610 1700029M20Rik 4 tss_body OpenSea 0,35+ 0,07 0,48+ 0,09 0,15
cg45240817 Tcergll 7 tss_body OpenSea 0,44 +0,10 0,57 +0,10 0,15
€g39297839 Ptpnl 2 tss_body OpenSea 0,52 +0,23 0,65+0,15 0,15
cg41225281 Dabl 4 tss_body OpenSea 0,52+ 0,02 0,65+ 0,03 0,14
cg31609726 13 OpenSea 0,64 +0,07 0,79+ 0,06 0,14
cg43997613 Gm38901 6 tss_body OpenSea 0,22+0,19 0,37+0,23 0,13
cg34520748 Cldn14; Gm31012 16 tss_body OpenSea 0,41+0,09 0,53+0,11 0,18
cg41380519 Pabpc4 4 tss_body OpenSea 0,50+ 0,09 0,62 +0,10 0,16

CHR: cromossomo, A: variagdo entre os grupos, TSS: transcription start site
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Dentre os sitios CpGs hipometilados e hipermetilados, nos animais do grupo
HFD, 18 e 23 genes foram anotados, respectivamente, para as categorias funcionais
selecionadas e na lista de referéncias, sendo assim utilizados para a andlise de
enriquecimento (Figura 17). Destaca-se as vias metabdlicas relacionadas a secrecdo e
sinalizacdo de insulina, resisténcia a insulina, migracdo transendotelial de leucocitos e

vias de sinalizacéo do receptor de células B.

Figura 17 - Anélise de enriquecimentos das CpGs diferentemente metiladas entre animais que
receberam racdo padrao e racdo hipercaldrica e hiperlipidica.
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A: Vias relacionadas aos genes hipometilados; B: Vias relacionadas aos genes hipermetilados.

A analise da expressdo génica mostrou uma menor expressao dos genes Dnmt1,
11-6, Tnf-alfa, Stat3 (U = 0,000; p <0,001) e Lep (U =0,000; p < 0,030) no tecido adiposo

de animais do grupo HFD quando comparados ao grupo SD (Figura 18).
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Figura 18 - Expressdo génica relativa no tecido adiposo de animais alimentados com
racao padrdo e ragdo hipercaldrica e hiperlipidica.
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SD: grupo ragédo padrdo, HFD: grupo racao hipercaldrica e hiperlipidica. *: p <0,05.
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5.3. Efeito da suplementacao nos animais com peso normal (SD versus SDS)

Né&o foi observada diferenca no consumo de racdo (gramas e calorias) entre 0s
animais que receberam a racdo padrdo e a racdo padrdo suplementada (Figura 19). Da
mesma maneira, ndo foi observada diferenca na evolucdo e ganho de peso entre 0s

animais do grupo SD e SDS (Figura 20).

Figura 19 - Ingestao de racdo pelos animais dos grupos ragdo padrdo e racdo padrao
suplementada.
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A: ingestdo em gramas. B: ingestdo em calorias. SD: grupo ragdo padrdo, SDS: grupo racgao
padrdo suplementada.

Figura 20 - Peso corporal dos animais dos grupos ragdo padréo e racdo padrdo suplementada.
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A: evolucdo do peso durante por semana de experimento. B: ganho de peso ao final do
experimento. SD: grupo racdo padrdo, SDS: grupo racdo padrdo suplementada.
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A comparacéo entre o perfil de metilagcdo dos grupos SD e SDS revelou 79 sitios
CpGs validos que exibiram metilacdo diferencial do DNA igual ou superior a 5%
(p<0,01; FDR<0,05) (Figura 21). Os sitios CpGs identificados foram relacionados a 64

genes.

Figura 21 - Heatmap dos sitios CpGs diferentemente metilados entre animais submetidos do
grupo racédo padrédo e grupo racgdo padrdo suplementada.
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SD: grupo racdo padrdo, SDS: grupo racdo padrdo suplementada.
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A Figura 22 mostra as regides génicas e a distribui¢cdo gendmica e cromossémica
dos DMCpGs entre animais dos grupos SD e SDS. O maior nimero de DMCpGs

encontrado foi no opensea (88,6%) e no corpo dos genes (52%).

Figura 22 - Caracterizacéo das regides génicas e a distribuicdo gendmica e cromossémica dos
sitios diferencialmente metilados (DMCpGs) entre os animais dos grupos SD e SDS.
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A: Regides génicas dos DMCpGs. B: Distribuicdo gendmica dos DMCpGs em relagéo a ilha
CpG.

Do total, 42 CpGs estavam hipometiladas nos animais do grupo SDS quando
comparado aqueles do grupo SD. A variacdo entre os grupos foi de 6 a 15%. Tais sitios
CpGs foram relacionados a 33 genes conhecidos. Por outro lado, observou-se 37 CpGs
hipermetiladas nos animais do grupo SDS quando comparado aqueles do grupo SD
(relacionadas a 30 genes conhecidos). A variacao entre os grupos foi de 6 a 20%. A Tabela
2 mostra os 20 principais DMCpGs.

Dentre os sitios CpGs hipometilados e hipermetilados nos animais do grupo SDS,
10 e 11 genes foram anotados, respectivamente, para as categorias funcionais
selecionadas e na lista de referéncias, sendo assim utilizados para a andlise de
enriquecimento (Figura 23). Destaca-se as vias metabolicas relacionadas a termogénese,
regulacdo de longevidade, regulacdo da lipdlise em adipdcitos, metabolismo de acidos

graxos e interacdo citocina e receptor de citocina.



Tabela 2 - Top 20 sitios CpGs diferencialmente metilados nos animais que receberam ra¢éo padrdo quando comparados aqueles que receberam ragdo padrao

suplementada.

Sitio CpG Gene CHR Regiéo génica r;(;sggz ?ma Niveis de metilagao A
¢ Grupo SD Grupo SDS
Sitios CpGs hipometilados no grupo SDS
cg42740533 Ccdc63 5 tss_body OpenSea 0,50 +0,03 0,65+ 0,04 0,15
cg35480534 18 OpenSea 0,51 +0,05 0,65 +0,03 0,14
€g38381583 Neb 2 tss_body OpenSea 0,45 + 0,05 0,58 + 0,04 0,14
€030295268 Aspscrl 11 tss_body OpenSea 0,53 +0,05 0,66 + 0,01 0,13
€g29509992 Mgat4b; Mir6919 11 tss_body; tss1500 Island 0,60 +0,03 0,72 +0,03 0,12
€g38561285 2 OpenSea 0,45+ 0,02 0,57+ 0,05 0,12
cg43728662 Lrigl 6 tss_body OpenSea 0,37 £0,02 0,48 £0,03 0,12
€g37204150 Sh3bp4 1 tss_body OpenSea 0,54 £ 0,05 0,65 +0,02 0,11
€042136205 Ppargcla 5 tss_body OpenSea 0,47+ 0,02 0,58 £0,04 0,11
€g41663592 Vps13d 4 tss_body OpenSea 0,21+ 0,03 0,33+£0,04 0,11
Sitios CpGs hipermetilados no grupo SDS
€g33682122 15 OpenSea 0,60 + 0,07 0,40 +0,04 0,18
cg45322071 8 OpenSea 0,62+ 0,03 0,47 £ 0,07 0,16
cg44233034 Vmnlr73 7 tss_body OpenSea 0,64 £ 0,03 0,50 £ 0,03 0,15
€g34134220 Fbxo40 16 tss_body; tss_200 OpenSea 0,71 £0,03 0,59 £ 0,02 0,15
€g29324188 Xpol 11 tss_body OpenSea 0,64 + 0,04 0,52 +0,01 0,15
cg35909552 18 OpenSea 0,71+£0,03 0,60 £ 0,03 0,14
€g42678046 Ksr2 5 tss_body OpenSea 0,74 £0,04 0,62 £ 0,09 0,14
933202932 15 OpenSea 0,81+£0,04 0,70 £ 0,02 0,13
cg43075312 N4bp211 5 tss_body OpenSea 0,67 £0,03 0,56 £ 0,03 0,13
Gm21541; LOC108169009;
cg33682122 Gm13304; Gm2163; 4 tss_1500;tss_body  OpenSea 0,73 % 0,02 062+003 013

Ccl21b; Fam205a2;
Gm10591

CHR: cromossomo, A: variagdo entre os grupos, TSS: transcription start site
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Figura 23 - Anélise de enriquecimentos das CpGs diferentemente metiladas entre animais que
receberam racdo padrao e ragdo padrdo suplementada.
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A: Vias relacionadas aos genes hipometilados; B: Vias relacionadas aos genes hipermetilados.

A anélise da expressao génica mostrou uma menor expressdo dos genes Tnf-alfa,
Stat3 (U = 0,000; p < 0,001), Dnmtl (U =7,000; p < 0,001) e II-6 (U = 3,500; p < 0,001)
no tecido adiposo de animais do grupo SDS quando comparados ao grupo SD (Figura
24). Nao foi observada diferenca na expresséo de Lep entre 0s grupos.
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Figura 24 - Expressao génica relativa no tecido adiposo de animais alimentados com
racdo padréo e ragdo padrao suplementada.
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SD: grupo racdo padrdo, SDS: grupo racao padrao suplementada. *: p <0,05.



63

5.4 Efeito da suplementagédo nos animais com obesidade (HFD versus HFDS)

Né&o foi observada diferenca no consumo de racdo (gramas e calorias) (Figura 25).,
evolugdo e ganho de peso (Figura 26) entre os animais que receberam a ragéo
hipercalorica e hiperlipidica e a ragéo hipercalorica e hiperlipidica suplementada.

Figura 25 - Ingestdo de racdo pelos animais dos grupos racéo hipercalérica e hiperlipidica e
racdo hipercalérica e hiperlipidica suplementada.
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A: ingestdo em gramas. B: ingestdo em calorias. HFD: grupo racao hipercalérica e hiperlipidica,
HFDS: grupo racédo hipercalorica e hiperlipidica suplementada.

Figura 26 - Peso corporal dos animais dos grupos racdo hipercalorica e hiperlipidica e racéo
hipercaldrica e hiperlipidica suplementada.

A B
—~ 50 20—
RS -e- HFD
S 45 = HFDS G
o o 15—
2 404 0
S s
g a5 3 10
uT o
IS4 <
= 301 S 5-
(@)
Lﬁ (@)

25 | I

- -
N -
w -
N
o1 -
o -
~ -
o0 -
© -
o
|

10 11 12 13 !
HFD HFDS

A: evolucdo do peso durante por semana de experimento. B: ganho de peso ao final do
experimento. HFD: grupo racdo hipercaldrica e hiperlipidica, HFDS: grupo racao hipercal6rica e
hiperlipidica suplementada.
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A comparacao entre o perfil de metilacdo dos grupos HFD e HFDS revelou 356
sitios CpGs validos que exibiram metilacdo diferencial do DNA igual ou superior a 5%
(p<0,01; FDR<O0,05) (Figura 27). Os sitios CpGs identificados foram relacionados a 299

genes.

Figura 27 - Heatmap dos sitios CpGs diferentemente metilados entre animais submetidos do
grupo racdo hipercalérica e hiperlipidica e grupo ragéo hipercalérica e hiperlipidica.
suplementada.
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HFD: grupo racdo hipercaldrica e hiperlipidica, HFDS: grupo racédo hipercaldrica e hiperlipidica
suplementada.
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A Figura 28 mostra as regides génicas e a distribuicdo gendémica e cromossémica
dos DMCpGs entre animais dos grupos HFD e HFDS. O maior niumero de DMCpGs

encontrado foi no opensea (82%) e no corpo dos genes (59%).

Figura 28 - Caracterizacéo das regifes génicas e a distribuicdo gendémica e cromossoémica
dos sitios diferencialmente metilados (DMCpGs) entre os animais dos grupos HFD e HFDS.
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A: Regibes génicas dos DMCpGs. B: Distribuicdo genémica dos DMCpGs em relacdo a
ilha CpG.

Do total, 132 CpGs estavam hipometiladas nos animais do grupo HFDS quando
comparado aqueles do grupo HFD. A variagdo entre os grupos foi de 5 a 24%. Tais sitios
CpGs foram relacionados a 99 genes conhecidos. Por outro lado, observou-se 223 CpGs
hipermetiladas nos animais do grupo SDS quando comparado aqueles do grupo SD
(relacionadas a 195 genes conhecidos). A variacdo entre os grupos foi de 5 a 17%. A

Tabela 3 mostra os 20 principais DMCpGs.



Tabela 3 - Top 20 sitios CpGs diferencialmente metilados nos animais que receberam racao hipercalorica e hiperlipidica quando comparados aqueles que
receberam racao hipercalorica e hiperlipidica suplementada.
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Posicdo em Niveis de metilacdo

Sitio CpG Gene CHR Regiao genica relacdo a ilha Grupo HFD Grupo HFDS A
Sitios CpGs hipometilados no grupo HFDS

cg37717876 Tiprl 1 tss_body OpenSea 0,41 + 0,05 0,66+ 0,07 0,24
€g46881155 Rasl12 9 tss_body OpenSea 0,16 £ 0,01 0,36 £ 0,06 0,20
cg45010453 7 OpenSea 0,46 £ 0,07 0,64 £ 0,03 0,18
935181529 Spdya 17 tss_body S_Shelf 0,40 + 0,05 0,56 + 0,05 0,16
cg31655135 13 S_Shelf 0,72+ 0,06 0,88+0,03 0,15
cg33019333 BC037032; Oxctl 15 ttssi—bl%%%’ N_Shore 0,32 +0,03 0,46 + 0,05 0,15
cg30216241 11 OpenSea 0,60 £ 0,04 0,74 +£0,04 0,14
cg46503959 9 N_Shelf 0,52 £ 0,05 0,66 £ 0,03 0,14
€028254294 10 OpenSea 0,31 £0,04 0,45+ 0,01 0,14
€g28990759 10 OpenSea 0,44 £0,04 0,57 £ 0,01 0,13
Sitios CpGs hipermetilados no grupo HFDS

cg37664339 Gm39686 15 tss_body OpenSea 0,60 £ 0,07 0,40+ 0,04 0,18
cg47742163 Tktl1 8 E:—éggy OpenSea 0,62 + 0,03 0,47 + 0,07 0,16
cg36528034 Adra2a 7 tss_1500 N_Shore 0,64 £0,03 0,50+ 0,03 0,15
cg47790587 Dmd 16 tss_body OpenSea 0,71+ 0,03 0,59 + 0,02 0,15
€028141499 11 OpenSea 0,64 £0,04 0,52 +0,01 0,15
cg48165706 18 OpenSea 0,71+£0,03 0,60+0,03 0,14
cg41337122 Ptprf 5 tss_body Island 0,74 £ 0,04 0,62 £ 0,09 0,14
cg35616698 Gm3ggjﬁé£ﬂ31?ii%’h§$g667’ 15 tss_body N_Shore 0,81+ 0,04 0,70 + 0,02 0,13
cg31342093 Vmnlr216 5 tss_1500 OpenSea 0,67 £ 0,03 0,56 £ 0,03 0,13
€g28857322 Metap2 4 tss_body OpenSea 0,73 +0,02 0,62 + 0,03 0,13

CHR: cromossomo, A: varia¢do entre os grupos, TSS: transcription start site
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Dentre os sitios CpGs hipometilados e hipermetilados nos animais do grupo
HFDS, 32 e 45 genes foram anotados, respectivamente, para as categorias funcionais
selecionadas e na lista de referéncias, sendo assim utilizados para a andlise de
enriquecimento (Figura 29). Destaca-se as vias metabolicas relacionadas a via de

sinalizag&o da fosfolipase D e da sinalizacéo da insulina.

Figura 29 - Anélise de enriquecimentos das CpGs diferentemente metiladas entre animais que
receberam ragdo hipercaldrica e hiperlipidica e racdo hipercaldrica e hiperlipidica suplementada.
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A andlise da expressao génica mostrou uma menor expressao dos genes Tnf-alfa
e Stat3 (U = 3,500, U= 3,000; p < 0,001) e maior expresséo de I1-6 (U =2,000; p <0,001)

no tecido adiposo de animais do grupo HFDS quando comparados ao grupo HFD (Figura

30). Ndo foi possivel obter resultados do gene Lep.

Figura 30 - Expressao génica relativa no tecido adiposo de animais alimentados com ragédo
hipercalorica e hiperlipidica e racéo hipercaldrica e hiperlipidica suplementada.
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5.5 Comparacao do efeito da suplementacéo entre 0s grupos

A Figura 31 mostra o diagrama de Venn entre as DMCpGs encontradas quando
comparado os grupos SD e SDS e quando comparado os grupos HFD e HFDS. Nao foram

observados sitios CpGs em comum em ambas as comparagdes.

Figura 31 - Diagrama de Venn entre as CpGs diferentemente metiladas na comparacao dos
grupos.

SD vs. SDS HFD vs. HFDS

SD: dieta padrdo, SDS: dieta padrdo suplementada, HFD: dieta hipercaldrica e hiperlipidica,
HFDS: dieta hipercaldrica e hiperlipidica suplementada.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que a exposicdo a uma racdo hipercalorica e
hiperlipidica, quando comparada a uma racao padrdo, promove aumento do peso corporal
e tecido adiposo, assim como modificacgdes do perfil de metilagdo do DNA e de expressao
génica em animais com LES induzido. Ainda, a exposicdo as mesmas racoes
suplementadas com acido félico e vitamina B12, apesar de ndo modificar o peso, também
ocasiona mudancas nos niveis de metilacdo do DNA e expressdo génica; entretanto, o
efeito da suplementacéo é diferente entre os animais alimentos com uma ragéo padréo ou
racdo hipercaldrica e hiperlipidica.

Camundongos NZBWF1/J desenvolvem uma doenca autoimune semelhante ao
LES humano. Tais camundongos sao provenientes do cruzamento hibrido entre
camundongos F1 pretos da Nova Zelandia (NZB/F1) e brancos da Nova Zelandia
(NZB/W) o qual promove a produgdo de autoanticorpos de imunoglobulina G,
glomerulonefrite grave progressiva e sobrevivéncia de linfécitos autorreativos,
predispondo, assim, ao desenvolvimento da doenca autoimune (139). No presente estudo,
apesar de ndo ter sido avaliado marcadores séricos de LES, observou-se que todos os
animais desenvolveram rash malar, um dos sinais clinicos mais predominantes da doenca.

Camundongos alimentados com racdo hipercaldrica e hiperlipidica apresentaram
maior ganho de peso corporal (duas vezes mais) em compara¢do com 0s camundongos
alimentados com rag&o padrédo. Em modelos murinos, a obesidade pode ser definida pelo
aumento do peso corporal e acimulo de lipidios no tecido adiposo (140). De fato, diversos
estudos utilizaram racdo hipercaldrica e hiperlipidica como modelo indutor da obesidade
em camundongos (141-144). Habiby, Mehrdad et al., 2024 (141) apOs submeter
camundongos da linhagem C57BL/6 a uma racao rica em gordura durante 14 semanas
observou um ganho de peso total significativamente maior nesses animais quando
comparados aos que receberam racdo padrdo. E digno de nota que o ganho de peso
encontrado no presente estudo ndo foi devido a diferengas na quantidade de racgéo
consumida, uma vez que animais do grupo HFD ingeriram uma menor quantidade de
racao do que aqueles do grupo SD; contudo, a densidade calorica da racéo hipercalérica
e hiperlipidica era 57% maior que a racdo padréo, propiciando, assim, 0 aumento do peso

e da quantidade de gordura.



Interessantemente, identificamos 193 DMCpGs entre animais com LES
submetidos a racdo hipercaldrica e hiperlipidica (com obesidade) quando comparados a
animais com peso normal submetidos a ragéo regular, sendo que 52,8% dessas DMCpGs
encontravam-se hipometiladas, enquanto 47,2% encontravam-se hipermetiladas nos
camundongos do grupo HFD(145). J& esta bem estabelecido que uma dieta rica em
gordura estimula a proliferacdo de pré-adipdcitos no tecido adiposo subcutaneo, e 0s
mecanismos associados a esse processo incluem modificacdes epigenéticas(146). Assim,
mudancas nos padrdes epigenéticos decorrentes da dieta hipercalorica e hiperlipidica
podem alterar as fun¢des do tecido adiposo, levando a obesidade (146).

As anélises de enriquecimento mostraram que as CpGs hipometiladas estavam
localizadas em genes relacionados a via de sinalizacdo de MAPK, isto ¢, CpGs em
importantes genes dessa via apresentaram menores niveis de metilacdo do DNA no tecido
adiposo de camundongos alimentados com HFD em comparagéo com o grupo controle.
As MAPKSs consistem em uma subfamilia de proteinas-quinase especificas de
serina/treonina as quais estdo implicadas em varios processos celulares, incluindo
proliferacdo e diferenciacdo, apoptose, resposta ao estresse e inflamacdo (147) e vem
sendo intimamente relacionada a patogénese do LES(148). A ativacdo da MAPK estéa
presente na sinalizacdo da resposta imune inata, e sua supressao pode reduzir os niveis de
inflamacdo (149). Nesse cendrio, alguns autores demonstraram que o bloqueio da
ativacdo da p38 MAPK reduz a producdo de citocinas inflamatérias como IFN-gama e
IL-6 em amostras de pacientes com LES (150). Assim, sugere-se uma forte correlacéo de
sinalizacdo MAPK & inflamagdo em animais com LES ap6s consumo de racéo
hipercaldrica e hiperlipidica. Assim, acredita-se que a hipometilacdo do DNA de genes
associados a essa via poderia levar a maior expressao e maior producdo de citocinas
inflamat6rias em animais com obesidade.

Em adicdo, CpGs em genes relacionados a via de AMPc (monofosfato de
adenosina ciclico) também estavam hipometilados em animais do grupo HFD quando
comparados aqueles que receberam ragdo padrdo. O AMPc atua como segundo
mensageiro e regula uma infinidade de processos bioldgicos importantes sob condicfes
fisioldgicas e patoldgicas (151), como por exemplo a diferenciacdo de adipocitos (152)e
processos de apoptose celular (153). Além disso, 0 AMPc é produzido durante a
fagocitose, atuando na facilitagdo da producdo de mediadores pro-inflamatorios. No LES,

a disponibilidade de autoantigeno ocasiona as respostas imunes autorreativas. As células



apoptdticas representam uma importante fonte de autoantigenos, e um comprometimento
da remocdo de material apoptdtico pode contribuir para o desenvolvimento de
autoimunidade. Estudo em modelo animal com LES mostrou que a leptina promove a
fagocitose do material apoptético por macrofagos e a subsequente disponibilidade de
antigeno derivado do apoptose para células T (154). O aumento o tecido adiposo
decorrente da ingestdo de racdo hipercaldrica e hiperlipidica pode levar ao aumento das
concentracdes de leptina, com consequente aumento da apresentacéo de antigenos e piora
da autoimunidade no LES. A hipometilacdo do DNA de genes dessa via poderia levar a
maior expressdo e maior producdo de células autorreativas e maior autoimunidade.

Por outro lado, as andlises de enriquecimento mostraram que as CpGs
hipermetiladas no grupo HFD em comparacéo ao grupo SD estavam localizadas em genes
relacionados a via do metabolismo da insulina e migracdo de leucdcitos. Ja esta bem
descrito na literatura que a obesidade e acimulo de tecido adiposo promovem resisténcia
a insulina (155). Entre as moléeculas de sinaliza¢do da via da insulina, a PI3K, composta
por uma subunidade catalitica e uma subunidade reguladora (p85) que € codificada pelo
gene PIK3R1, é um mediador chave das acGes metabdlicas da insulina (156). A
associacdo do PI3K com o receptor de insulina resulta em uma cascata de sinaliza¢ao que
culmina na ativacdo de Akt e na translocagdo do transportador de glicose (GLUT),
aumentando a captacdo de glicose para o interior das células (156). Por outro lado, o gene
Acido graxo sintase (Fasn) codifica uma enzima relacionada a sintese de novo de 4cidos
graxos. Autores demonstraram previamente que um aumento da atividade de Fasn no
tecido adiposo visceral acarretou aumento da concentracdo de acidos graxos na veia porta,
alterando o metabolismo hepético e promovendo resisténcia a insulina (157). Ainda, o
aumento da expressdo génica de Fasn no tecido adiposo visceral foi associada a menor
sensibilidade & insulina e aumento da secrecdo de citocinas, como 11-6 (157). Assim, a
hipermetilagdo do DNA de genes dessa via como PIK3rl e Fasn poderia levar a menor
expressao e consequentemente menor sensibilidade a insulina e resisténcia insulina nos
animais alimentados com a racdo hipercalorica e hiperlipidica.

A via de migragdo de leucocitos é importante mecanismo de resposta imune
agindo no processo de migracdo de celulas T para o local de inflamacéo (158). A via
PIK3R1-Akt também apresenta papel importante no crescimento, proliferacéo,
sobrevivéncia, motilidade e migracdo celular (159). De maneira contraria aos achados no

presente estudo, esperava-se uma hipometilacdo do DNA de genes relacionados a via de



migracdo de leucdcitos no grupo HFD visto que a obesidade aumenta a inflamacéo no
tecido adiposo, promovendo uma transformagdo na composi¢do dos leucdécitos residentes
nesse tecido, caracterizada por um influxo de leucocitos pro-inflamatorios (160). Estudos
(161,162) em modelos murinos de obesidade sugerem que existe um recrutamento de
celulas T CD8+ anteriormente a infiltragdo de macréfagos M1 no tecido adiposo.
Entretanto, outros autores evidenciaram que regulacdo do recrutamento de leucocitos é
diferente a depender da localizacéo do tecido adiposo (visceral vs. subcutaneo) (162).

Além disso, os niveis de expressdo génica de Tnf-alfa, 11-6, Stat3, Dnmtl e Lep
foram menores nos animais que receberam ragdo hiperlipidica e hipercaldrica quando
comparadas as que receberam racdo padrdo. Alguns desses achados foram contrarios aos
esperados. O tecido adiposo produz de 100 a 1.000 vezes mais citocinas pro-
inflamatdrias, como 11-6 e Tnf-alfa quando comparado com os demais tecidos (e.g. rins e
figado), em resposta a algumas alteracdes metabolicas, como a obesidade (163). Assim,
esperava-se que os animais do grupo HFD que se tornaram obesos ap6s 12 semanas do
experimento apresentassem uma maior expressdo de ambos 0s genes. Em contraste aos
nossos resultados alguns estudos demonstram maior expressdo génica de IL-6 e TNF-alfa
no tecido adiposo de individuos com obesidade quando comparados a individuos com
peso adequado (164,165). Considerando a expressdo dos genes Lep e Stat3, sabe-se que
a expressao da leptina € regulada, principalmente, pela ingestdo alimentar, hormonios e
por mediadores inflamatérios e que seus niveis circulantes sdo diretamente
correlacionados com a massa de tecido adiposo (166). Assim, a leptina é superexpressa
no tecido adiposo de individuos com obesidade (167). Entretanto, apesar dos resultados
da literatura, nossos achados mostraram menor expressdo de Lep em animais do grupo
HFD. Ainda, em resposta a leptina, o seu receptor quando ativado por JAK2 se liga ao
STAT3, que é entdo fosforilado (168). O STAT3 fosforilado é entdo translocado do
citoplasma para o nucleo, onde atua como um fator de transcrigéo para regular a expressao
de seus genes alvo(169). Considerando esse processo, a menor expressao do Stat3 pode
estar associada a menor expressao de leptina, com consequente menor ativagdo da
referida cascata de sinalizacéo.

Como esperado, ndo foram observadas diferengas entre o consumo alimentar e o
ganho de peso dos animais alimentados com as ra¢6es suplementadas quando comparados
com aqueles alimentados com as respectivas ragdes padréo (sem suplemento). Entretanto,

observou-se uma diferenca entre os perfis de metilagdo do DNA dos animais do grupo



SDS quando comparados ao do grupo SD e do grupo HFDS quando comparados aos do
grupo HFD. A literatura mostra que alguns micronutrientes, como os estudados no
presente estudo (acido folico e vitamina B12) sdo capazes de fornecer grupos metil para
as reacOes de metilacdo do DNA e de outras moléculas (170-172). Assim, a
suplementacdo com os chamados nutrientes doadores de grupo metil pode influenciar os
niveis de metilacdo de regides promotoras de determinados genes, modulando a
expressao génica (173,174).

Ao comparar de maneira exploratoria o perfil de metilacdo do DNA dos grupos
SDS e SD, foram identificados 79 DMCpGs, sendo que 53,2% das DMCpGs estavam
hipometiladas, enquanto 46,8% estavam hipermetiladas nos camundongos que receberam
a racdo padrao suplementada. As CpGs hipometiladas estavam localizadas em genes
relacionados a vias metabolicas de termogénese e regulacdo da lipolise nos adipocitos.

A adenilato ciclase, enzima codificada por gene do mesmo nome (Adcy5) é
responsavel por catalisar a conversdo de trifosfato de adenosina (ATP) em cAMP e
pirofosfato, participando de reac6es metabdlicas como termogénese e lipolise. Ainda, 0s
receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (Ppars) sdo fatores de transcricao
envolvidos na regulacdo da homeostase metab6lica, metabolismo de lipidios,
adipogénese e inflamagdo. Nesse contexto, ambos os genes estdo envolvidos na
patogénese de doencas metabdlicas, como diabetes mellitus tipo 2, sindrome metabdlica
e doencas cardiovasculares(174).Considerando que o LES aumenta o risco de doencas
metabdlicas principalmente devido ao seu estado pré-inflamatoério permanente, junto com
os efeitos secundarios de medicacGes e estilo de vida a modulagdo epigenética desses
genes e consequentemente dessas vias pela suplementacdo de nutrientes doadores de
grupo metil poderia ser uma estratégia interessante. Acredita-se que a hipometilacédo do
DNA encontrada nos genes acima citados apos dieta padrdo suplementada levaria a uma
maior expressdo génica, com consequente maior controle metabolico, com melhora do
metabolismo energético e da lipdlise no tecido adiposo (174) . Esses dados corroboram
com estudo prévio em modelo animal que mostrou menores niveis de metilacdo do gene
Ppar-gama no tecido adiposo de filhotes alimentados com dieta suplementada com acido
folico quando comparado aqueles alimentados com dieta controle(175).

Por outro lado, as analises de enriquecimento mostraram que as CpGs
hipermetiladas nos animais do grupo SDS se relacionavam a genes importantes das vias

de interacdo citocina-receptor de citocina, regulagéo de quimiocinas e via de sinalizagéo



do nf-kb. As quimiocinas s&o proteinas extracelulares solGveis que s&o partes integrantes
da rede de sinalizacdo entre as células e podem influenciar o processo de crescimento,
desenvolvimento (176) e, principalmente, o trafego de leucdcitos na resposta imune a
inflamacdo. Participam das respostas inflamatorias e da regulacdo imunoldgica proteinas
do eixo CCL21/CCR7, as quais sdo altamente expressas em doencas autoimunes (177)Em
ambas as vias de interacdo citocina-receptor de citocina e regulacdo de quimiocinas, 0
gene Ccl21b teve destaque. O ligante de quimiocina 21 (CCL21) é o conhecido ligante
de alta afinidade que se liga ao CCR7, um receptor acoplado a proteina G que € expresso
em varias células do sistema imune (e.g. células T reguladoras, células dendriticas, células
natural Killers), impulsionando a migracéo celular nos tecidos (177). Em estudo prévio,
aumentos nos niveis de CCL2 foram associados a pacientes com LES que entram em um
estado de exacerbacdo da atividade (178). De maneira interessante, evidéncias recentes
mostram que a interrup¢édo da interagdo CCL21/CCRY7 evita a migracdo de células imunes
que expressam CCR7 no local da inflamacdo e reduz a gravidade das doengas autoimunes.
Assim, o bloqueio da sinalizacdo CCL21-CCR7 pode aliviar a progressdo da doenca,
sendo considerado um potencial alvo terapéutico (177). Nesse sentido, a hipermetilacédo
do gene Ccl21b e um possivel silenciamento génico ap6s a suplementacdo com acido
félico e vitamina B12 pode gerar consequéncias positivas na atenuacdo da resposta
imune.

O fator de transcricdo NF-«xB regula multiplos aspectos das fungdes imunes inatas
e adaptativas, agindo como um importante mediador da resposta inflamatdria (179)Além
disso, crescente nimero de estudos vem demonstrando o envolvimento da via do NF-kB
na sinalizacdo pro-inflamatéria que medeia o dano glomerular e tabulo-intersticial em
pacientes com nefrite decorrente do LES(180,181). O IFN tipo | em conjunto com outras
citocinas pré-inflamatorias, provoca uma hiperativacdo de NF-kB, que amplifica a
explosdo de citocinas e regula negativamente a expressdo de uma proteina transmembrana
(182) a qual é produzida pelas células renais e tem antienvelhecimento, anti-inflamatério,
antifibrotico e protetor em diversos érgéos e tecidos, como o rim (183). Portanto, essa
relacdo negativa relaciona-se ao dano renal associado ao LES. Nesse sentido, a
hipermetilagdo de genes relacionados via do NF-kB em animais alimentados com ragdo
padrdo suplementada pode acarretar uma reduzida expressdo de NF-kB, com menor

prejuizo da funcéo renal.



A comparacdo do perfil de metilacdo do DNA dos grupos HFDS e HFD
identificou 356 DMCpGs, sendo que 37,1 % das DMCpGs estavam hipometiladas,
enquanto 62,6 % estavam hipermetiladas nos camundongos que receberam a racao
hipercaldrica e hiperlipidica suplementada. As analises de enriquecimento mostraram que
as CpGs hipometiladas estavam localizadas em genes relacionados a via de sinalizagdo
da insulina. J& esta bem descrito na literatura que os niveis de insulina e o indice de
resisténcia a insulina estimada pelo modelo de homeostase (HOMA-IR) estdo
aumentados em pacientes com LES(184,185). Juntamente com outros componentes da
sindrome metabdlica, a resisténcia a insulina acarreta maior risco de doengas
cardiovasculares (184). A hipometilacdo de genes que favorecem a sensibilidade e o
metabolismo da insulina apos suplementacdo de nutrientes doadores de grupo metil é
resultado satisfatorio, ainda mais em animais com obesidade induzida por dieta
hipercalorica e hiperlipidica. De maneira interessante, um ensaio clinico randomizado no
qual pacientes com diabetes tipo 2 e em uso de antidiabéticos orais receberam
suplementacdo de &cido fdlico (5mg/dia), metilcobalamina (500 mcg/dia) ou ambos
durante oito semanas, observaram que a suplementacdo complementar com vitamina B12
melhorou o controle glicémico e a resisténcia a insulina (186) . Entretanto, estudo com
camundongos C57BL/6J gravidas alimentados com dieta padrdo contendo 2 ou 40 mg de
acido folico (por kg de racdo) mostrou que a suplementacdo materna excessiva de acido
folico em camundongos leva a uma menor sintese de insulina na prole (186).

As andlises de enriquecimento mostraram que as CpGs hipermetiladas se
relacionavam a genes importantes da via de deteccdo de DNA citosdlico. Essa via € um
componente importante do sistema imunoldgico inato que funciona para detectar a
presenca de DNA citosolico e, em resposta, desencadear a expressdo de genes
inflamatorios, induzindo resposta imune (187). Ainda, a ativacdo cronica dessa via
tambem pode ser responsavel pelo inicio de certas doencas inflamatorias manifestadas
pelo proprio DNA (188). De maneira geral, a via de deteccdo de DNA citosolico
culminam na producdo aumentada mediadores imunologicos e inflamatorios, incluindo
interferons tipo 1 e III, aumentando as respostas autoimunes (189,190). Assim, a
hipermetilacdo de genes associados a essa via de sinalizagdo ap6s suplementacdo com
acido folico e vitamina B12 levaria a uma atenuacao da resposta imune do LES.

Destaca-se que ndo foram observados sitios CpGs em comum em ambas as

comparacOes em relacdo a suplementacdo de nutrientes doadores de grupo metil, ou seja,



os sitios CpGs diferentemente metilados entre os grupos SDS vs. SD e HFDS vs. HFD
foram diferentes. Tais achados mostram que a suplementacéo teve um efeito no perfil de
metilacdo do DNA de ambos os grupos, porém de maneira diferente. Existem diversos
estudos na literatura avaliando o efeito da suplementacao de nutrientes doadores de metil
nos niveis de metilagdo do DNA, entretanto nenhum deles utilizado modelo murino de
LES, tampouco tecido adiposo. Estudo com camundongos C57BL/6J no qual as mées
foram alimentadas com dieta padrdo ou rica em gordura, com ou sem suplementacao de
colina (cloreto de colina - 25mM) e os respectivos filhotes alimentados com dieta rica em
gordura por seis semanas demonstrou que suplementacdo materna de colina durante o
periodo pré-natal alterou o perfil de metilacio do DNA do tecido adiposo da prole,
principalmente do gene Lep (191). De maneira interessante, outro estudo in vivo no qual
animais receberam racao padréo ou rica em gordura e suplementacao de acido félico na
agua (20pg/mL) durante 10 semanas evidenciou que suplementagdo alterou o perfil de
metilacdo do DNA em camundongos expostos a ragao rica em gordura (192). Além disso,
aumento dos niveis de metilacdo global do DNA no tecido adiposo foram observados
apos a exposicao a racdes com diferentes concentracGes de acido félico (2, 5 ou 40 mg/kg
de dieta) antes e durante a gravidez (193). Por fim, uma meta-analise conduzida por nosso
grupo de pesquisa com 18 estudos clinicos, 35 em modelo animal e 4 estudos in vitro
avaliando o efeito da suplementacdo de nutrientes doadores de grupo metil nos niveis de
metilacdo do DNA evidenciou que, em modelos animais, a suplementacdo de acido folico
afetou significativamente a metilagdo do DNA e que altas e superdoses mostraram
aumentos na metilacdo do DNA quando comparada a doses baixas. No entanto, os
resultados dos estudos com humanos mostraram que a suplementacéo de acido folico ndo
promoveu alteracOes significativas(194).

Ainda, é possivel encontrar na literatura estudos avaliando a relagdo entre
nutrientes doadores de grupo metil e o estado inflamatdrio consequente de diversas
doengas. Em modelos murinos, a deplecdo de doadores de metila foi associada ao
desenvolvimento aberrante de células B(195), sugerindo um papel essencial dos
nutrientes doadores de grupo metil na sobrevivéncia e funcao das células imunologicas,
modulando a inflamacdo quando ha uma quantidade adequada desses nutrientes(196).
Recente revisdo mostrou que poucos sdo os estudos avaliando aspectos nutricionais e
metilacdo do DNA no &mbito do LES (197). Dos cinco estudos abordados na reviséo,

apenas trés englobavam nutrientes doadores de grupo metil. Um estudo em modelo de



camundongo transgénico com LES alimentado com dietas com concentragdes variadas
de micronutrientes doadores de metil (betaina, metionina, colina, acido félico, vitamina
B2, B6, B12) mostrou que uma dieta enriquecida em doadores de metila e cofatores
preveniu a desmetilacdo do DNA e melhorou a resposta de autoanticorpos e a doenca
renal associada (197). J& um estudo in vitro com células T CD4+ isoladas de pacientes
com LES examinou o efeito de um tratamento com diferentes niveis de metionina
tratamento e observou que baixos niveis de metionina no meio celular podem inibir a
metilacdo do DNA em células T CDA4+, ativando a expressdo de receptores semelhantes
a imunoglobulinas de células natural killers (198). Por fim, estudo clinico evidenciou
associacao entre a ingestdo de metionina, colina e cisteina a niveis mais elevados de
metilacdo do gene CD40L em pacientes com LES (199).

Em relacdo a expressdo génica, observou-se que animais do grupo SDS
apresentaram menor expresséo de Tnf-alfa, 11-6, Dnmtl e Stat3 quando comparados aos
camundongos do grupo SD; contudo, ndo foi observada diferenca na expresséo de Lep.
Considerando que Tnf-alfa e I1-6 estdo fortemente ligados a via da inflamacdo, os achados
foram considerados satisfatdrios. Estudos anteriores evidenciaram associacdo positiva
entre niveis aumentados de TNF-alfa e gravidade da doenca em pacientes com LES
(200,201). Ainda, enfatiza-se que niveis elevados de TNF-alfa em pacientes com LES,
bem como a possivel dislipoproteinemia pode relacionar-se com o risco aumentado de
doenca cardiovascular em pacientes com LES (201). Em relacdo a expressdo de Dnmt1,
os resultados foram contrarios ao esperado.

Por outro lado, observou-se que animais do grupo HFDS apresentaram menor
expressdao de Tnf-alfa e Stat3, e maior expressdo de II-6 quando comparados aos
camundongos do grupo HFD; contudo, ndo foi observada diferenca na expressdo de
Dnmtl. Como dito anteriormente, tanto a 11-6 como o Tnf-alfa sdo importantes citocinas
presentes no tecido adiposo no processo de inflamacdo. Na obesidade estes genes
apresentam-se mais expressos como um mecanismo de resposta a inflamagéo neste
tecido. No entanto, nosso resultados demonstraram que animais que consumiram ragéo
hipercalérica e hiperlipidica, suplementada com &cido folico e vitamina B12
apresentaram maior expressdo génica quando comparados ao grupo ndo suplementado, o
que ndo corrobora com outros estudos que destacam que baixas concentracbes de

vitamina B12 (sérica e nos adipdcitos) estimula uma maior expressao génica e secrecdo



de citocinas pré-inflamatorias, podendo levar a disfungdo dos adipécitos, mostrando que
a suplementacdo desse nutriente possui efeito anti-inflamatério (202,203).

Considerando que uma expressdo reduzida de DNMT1 vem sendo relacionada a
hipometilacdo do DNA encontrado no LES (204—-206) e que os niveis de nutrientes como
acido fdlico e vitaminas do complexo estdo relacionados aos niveis de metilagdo do DNA
(207), esperava-se que a suplementacéo promovesse um aumento da expresséo de Dnmt1,
fato esse que também poderia explicar as modificaces no perfil de metilacdo do DNA.
Entretanto, estudo com ratos machos F344 alimentados com uma dieta deficiente em L-
metionina e desprovida de acido folico e colina encontrou elevado nivel de Dnmt1 nesses
animais. De acordo com o0s autores, a correlacdo entre a expressdo génica e proteica de
Dnmtl indicou que a deficiéncia de acido félico e outros nutrientes doadores de grupo
metil induziu a expressdo do gene Dnmtl em nivel transcricional ou pos-transcricional
(208). Por outro lado, estudos com camundongos fémeas C57BL/6 alimentadas com
dietas com 9 combinagdes de folato e B12 por quatro semanas mostrou a deficiéncia de
B12 em combinacdo com a deficiéncia de folato, bem como a suplementacdo excessiva
de folato levaram ao aumento dos niveis de RNAmM de DNMT1 no cérebro e no figado, e
diminuigéo nos rins de filhotes nascidos e alimentados com a mesma dieta materna. A
suplementacdo de B12 combinada com folato normal resultou na regulagdo negativa do
DNMT1 (209).

Esse estudo foi o pioneiro em avaliar a interacdo da obesidade induzida por dieta
hipercal6rica e hiperlipidica com o LES no perfil de metilacdo do DNA do tecido adiposo,
assim como em avaliar os efeitos da suplementacdo de acido folico e vitamina B12 no
perfil de metilacdo do DNA, assim como na expressao de genes alvos no tecido adiposo
de modelo murino de LES. Estudos anteriores ja haviam identificado o papel da obesidade
na exacerbacdo da sintomatologia do LES, principalmente devido ao aumento de
adipocinas (210,211). O presente estudo reforca que mecanismos epigenéticos,
principalmente relacionados a metilagdo do DNA estdo envolvidos na piora metabdlica e
da inflamag&o em modelos de LES e obesidade.

Ainda, considerando que 0s eventos epigenéticos sao potencialmente reversiveis,
a modulacgéo dos niveis de metilacdo do DNA pode atuar como estratégia promissora na
prevencdo, assim como no tratamento de diversas doencas, entre elas o LES. Nesse
cenario, a nutricdo desempenha um papel crucial na modulagdo do perfil dindmico de

metilacdo do DNA (212). A suplementacdo de micronutrientes doadores de grupo metil



como o acido fdlico e vitamina B12 pode ser uma estratégia importante para que ocorra
mudancas nos niveis de metilagdo do DNA, fornecendo a possibilidade de projetar
intervencdes epigenéticas individualizadas. Apesar dos achados importantes, o
conhecimento sobre tipo de nutrientes, dosagens apropriadas e momento adequado para
suplementacéo ainda é limitado (213).

Além disso, ressalta-se que a suplementagdo promoveu tanto a hipo quanto a
hipermetilacdo do DNA e que os efeitos nos camundongos que receberam racdo padréo
ou racao hipercaldrica e hiperlipidica foram distintos. Tais achados reforcam o fato de
que ainda é uma lacuna na literatura de como os agrupamentos metil interagem com o
DNA de maneira global ou gene especifica, ndo sendo possivel direcionar um gene para
regulacao epigenética por meio da suplementacdo de micronutrientes (212).

Assim, o tecido adiposo foi significativamente impactado por alteracdes
epigenéticas em resposta a exposicao a diferentes tipos de ragdes, especialmente aquelas
com alto teor de gordura, as quais exercem efeitos marcantes sobre o perfil de metilacdo
do DNA e expressao génica. Especula-se que essas mudancas podem contribuir para a
exacerbada inflamacdo associada a obesidade, fatores que, por sua vez, podem estar
associados a um prognostico desfavoravel no LES. Dada a natureza exploratoria deste
estudo, sugere-se que pesquisas futuras explorem o potencial terapéutico da
suplementacéo de vitamina B12 e acido félico no tratamento da inflamacgéo associada ao
LES e a obesidade.
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7. CONCLUSAO

Concluiu-se que o perfil de metilacio do DNA de modelo animal de LES
alimentado com racdo hipercaldrica e hiperlipidica é diferente daqueles alimentados com
racdo padréo. Ainda, a expressdo de Dnmtl, II-6, Tnf-alfa, Stat3 e Lep foram menores
em animais alimentados com ragdo hipercal6rica e hiperlipidica do que com a racéo
padréo.

O perfil de metilacdo do DNA de modelo animal de LES alimentado com ragéo
padrdo suplementada é diferente daqueles alimentados com racdo padrdo. Ainda, a
expressao de Dnmtl, 1l-6, Tnf-alfa e Stat3 foram menores em animais alimentados com
racdo padrdo suplementada.

O perfil de metilacdo do DNA de modelo animal de LES alimentado com ragéo
hipercalorica e hiperlipidica suplementada é diferente daqueles alimentados com ragdo
hipercalorica e hiperlipidica. Ainda, a expressdo de Tnf-alfa e Stat3 foram menores e de

11-6 maior em animais alimentados com racéo hipelipidica e hipercal6rica suplementada.
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ANEXO A
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Certificamos que a proposta intitulada “Efeito da suplementacio dcido
filico e vitamina biz no perfil epigenético de animais com lupus e
obesidade™, registrada com o n® 1605/2021, sob a responsabilidade de Carolina
Nicoletti Ferreira Fino, apresentada pelo Departamento de Clinica Médica - gque
envolve a produgio, manutengiio efou otilizacio de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa eientifica (o
ensing) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.704, de 8 de outubro
de 2008, do Decreto n® 6890, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho MNacional de Controle de Experimentacio Animal (CONCEA), e foi
aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAILS (CEUA) da Faculdade
de Medicina da USP em 16/09/2021

Finalidade { ) Ensine {x ) Pesquisa Cientifica
Vigénria da autorzacio Inbcioe O1-05-2022  Térming: $1-05-2023

Espécie/linhagem raca Camundongo NEZBWF1/J

N de animais T

Peso/ldade 8 semanas

Sexo fémeas

Origem The Jackson Laboratory®)

A CEUA FMUSP solicita que ao final da pesguisa seja enviado Relatdrio com todas
as atividades.

CEUA-FMUSP, 16 de setembro de 2021

Dr. Eduardo Pompeu
Coordenador
Comissiao de Etica no Uso de Animais



