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RESUMO

DA MOTA JCNL: Efeitos da suplementacdo de nutrientes doadores de metil no perfil de
metilacdo do DNA em pacientes com lUpus eritematoso sistémico e peso adequado ou excesso
de peso: estudo clinico randomizado [dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2024.

O ltpus eritematoso sistémico (LES) é uma doenca crénica autoimune complexa cuja
fisiopatologia envolve fatores genéticos, epigenéticos, imunoldgicos e ambientais. A
alteracdo nos padrbes epigenéticos tem sido proposta como um fator contribuinte no
desenvolvimento da autoimunidade e nas manifestaces fenotipicas especificas do LES.
Nutrientes como o &cido folico (AF) e a vitamina B12 (B12) desempenham papel como
cofatores ou doadores de grupo metil e o perfil de metilacdo do DNA se relaciona com o
estado nutricional destes micronutrientes. Este ensaio clinico controlado duplo-cego teve
como objetivo avaliar se a suplementacdo com &cido folico e vitamina B12 foi capaz de
modular o perfil de metilacio do DNA no tecido adiposo de pacientes com LES e peso
adequado ou excesso de peso e se essa modulacdo é diferente de acordo com o estado
nutricional. Para isso, 51 mulheres com idade entre 18 e 45 anos, no periodo pré-menopausa,
em remissdo da doenca e em tratamento com prednisona em dosagem <10 mg/dia e
hidroxicloroquina em dose estavel foram divididas em dois grupos de acordo com a
classificacdo do estado nutricional segundo o IMC. O grupo eutrofia (EUT) incluiu pacientes
com LES e peso adequado (idade: 33,7+7,1 anos; IMC: 22,1+2,4 kg/m?) e 0 grupo excesso
de peso (EP) incluiu pacientes com LES e excesso de peso (idade: 36,3+5,5 anos; IMC:
30,4+3,6 kg/m?). As pacientes de cada grupo foram randomizadas para receberem
suplementacdo com AF (400 mcg) e B12 (2.000 mcg) ou placebo. Antes e ap6s 3 meses da
intervencdo, avaliou-se pardmetros clinicos, antropométricos, metabolicos e de consumo
alimentar e foram coletadas amostras de sangue periférico e tecido adiposo subcutaneo
(TAS). A anélise de metilagdo do DNA foi conduzida pela plataforma Infinium Human
Methylation EPIC Beadchip e a analise da expressdo génica foi realizada em duplicata por
reagdo em cadeia de polimerase quantitativa em tempo real utilizando o método 242!, Ambas
foram realizadas com amostras de TAS. Os testes de Shapiro-Wilk, teste t para amostras
independentes e teste qui-quadrado foram utilizados nas analises basais, enquanto a Equacao
de Estimativa Generalizada (post hoc de Bonferroni) foi utilizada para analise do efeito da
intervencéo (p<0,05). As mudangas no nivel de metilacéo de cada CpG (Ap) foram calculadas
considerando um valor minimo de 5%, p<0,001 e taxa de falsa descoberta <0,05. Observou-
se aumento das concentracOes sericas de AF e B12 ap6s a suplementacdo em ambos 0s
grupos, entretanto ndo foram observadas outras alteracGes nas caracteristicas fenotipicas. A
analise de metilacdo do DNA evidenciou 418 CpGs diferencialmente metiladas (CpGDMs)
apos suplementacdo no grupo EUT, associadas ao metabolismo de sinalizagdo dos receptores
do tipo NOD (NLRs), metabolismo de xenobioticos pelo citocromo P450 e via da
carcinogénese. Por outro lado, observou-se 657 CpGDMs apds suplementacdo no grupo EP,
relacionadas a via do fator de necrose tumoral (TNF)-a, regulagdo da insulina e fosforilagdo
oxidativa. Nao foram observadas alteracGes na expressao dos genes TNF-a, /-6, MTHFR,
DNMT1, STAT3, ADIPOQ e LEP apds suplementacdo em ambos 0s grupos. Nossos achados
sugerem que os micronutrientes doadores de metil modulam o perfil de metilagdo do DNA
no tecido adiposo de mulheres com LES e esse efeito € diferente a depender do estado
nutricional. Este estudo foi registrado em clinictrials.gov (n°.: NCT05097365).

Palavras-chave: Epigenética. Lupus. Obesidade. Tecido Adiposo. Metilacdo do DNA.
Suplementacéo.



ABSTRACT

DA MOTA JCNL: Effects of methyl donor nutrient supplementation on DNA methylation
profile in patients with lupus and normal weight or excess body weight: a randomized clinical
study. [dissertation]. S&o Paulo: Faculty of Medicine, University of S&o Paulo; 2024.

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a multifaceted chronic autoimmune condition
characterized by a complex interplay of genetic, epigenetic, immunological, and environmental
factors. Alterations in epigenetic patterns have been implicated in the development of
autoimmunity and specific SLE"s phenotypic characteristics. Nutrients such as folic acid and
vitamin B12 act as cofactors or methyl group donors, influencing DNA methylation profiles. In
this double-blind controlled clinical trial, we aimed to investigate whether supplementation with
folic acid and vitamin B12 could modulate the DNA methylation profile in the adipose tissue
of SLE patients with either normal weight or excess body weight, and whether this modulation
differed according to nutritional status. Fifty-one premenopausal women aged 18 to 45 years,
in disease remission, receiving prednisone <10 mg/day and stable hydroxychloroquine dose,
were divided into two groups based on BMI. The normal weight group comprised patients with
adequate weight (age: 33.7+7.1 years; BMI: 22.1+2.4 kg/m?), while the excess body weight
group included those with excess weight (age: 36.3+5.5 years; BMI: 30.4+3.6 kg/m?). Each
group was randomized to receive either vitamin mix supplementation (2.000 mcg of vitamin
B12 with 400 mcg of folic acid) or placebo. Clinical, anthropometric, metabolic, and dietary
parameters were evaluated before and after 3 months of intervention, with samples of peripheral
blood and subcutaneous adipose tissue collected. DNA methylation analysis was conducted
using the Infinium Human Methylation EPIC Beadchip platform, and gene expression analysis
was performed using real-time quantitative polymerase chain reaction by 222t method. Both
were performed with subcutaneous adipose tissue samples. Shapiro-Wilk, t-test for independent
samples and chi-square test were used for baseline analyses, while the Generalized Estimating
Equation (with Bonferroni post hoc) was used to analyze the effect of the intervention (p<0.05).
Changes in methylation levels of CpGs were assessed, considering a minimum AP of 5%,
p<0.001, and false discovery rate <0.05. While serum concentrations of folic acid and vitamin
B12 increased post-supplementation in both groups, no significant alterations in phenotypic
characteristics were noted. In patients with normal weight, 418 differentially methylated CpGs
were identified post-supplementation, associated with metabolic pathways regulating NOD-
type receptors (NLRs) signaling, xenobiotic metabolism via cytochrome P450, and
carcinogenesis pathways. Conversely, patients with excess body weight showed 657
differentially methylated CpGs, linked to tumor necrosis factor (TNF)-a signaling, insulin
regulation, and oxidative phosphorylation. Notably, there were no changes in gene expression
of TNF-o, IL-6, MTHFR, DNMT1, STAT3, ADIPOQ, and LEP following supplementation in
either group. These findings suggest that methyl group donor micronutrients modulate adipose
tissue DNA methylation profiles in women with SLE, and this effect of supplementation is
different depending on the nutritional status. This study was registered at clinicaltrials.gov (n°.:
NCT05097365).

Keywords: Epigenetic. Lupus. Obesity. Adipose Tissue. DNA Methylation. Supplementation.
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1. INTRODUCAO

O lupus eritematoso sistémico (LES) se enquadra na classe das doencas reumaticas, as
quais se caracterizam pela perda da tolerancia homeostatica do sistema imunolégico devido,
principalmente, a producdo de autoanticorpos'. No LES observa-se uma variedade de
condicdes sistémicas mediadas pela producdo de citocinas pré-inflamatorias com consequente
perda da qualidade de vidal2. Além do sistema musculoesquelético e manifestacdes articulares,
0 LES pode envolver sintomas cutaneos, cardiovasculares, pulmonares, renais e/ou
gastrointestinais, o que reforca esta desordem como sendo extremamente complexa e
heterogénea®. De forma geral, a prevaléncia de doencas imunomediadas tem aumentado e,
nesse sentido, hd um importante e crescente reconhecimento de que o estilo de vida possui um
papel preponderante nesta prevaléncia progressiva®.

A obesidade tem sua fisiopatologia estabelecida em diversas vias metabdlicas
caracterizadas pela producdo aumentada de adipocinas e citocinas pré-inflamatorias advindas
do desequilibrio no balango energético e de fatores genéticos e externos, nos quais destacam-
se aspectos socioculturais e comportamentais®. Nessa perspectiva, evidéncias apontam que o
excesso de peso e a obesidade podem estar associados a um risco aumentado para o
desenvolvimento das doencas reumaticas, como o LES®’. Ainda, a obesidade em pacientes
com doenca reumatica ja estabelecida parece estar associada a uma maior atividade da doenca,
pior progndstico e ma resposta ao tratamento®, sendo a sobrecarga das articulagdes e limitagéo
de mobilidade algumas das causas que justificam esse cenario*®.

A epigenética é definida como modificacdes estruturais e bioquimicas da cromatina
sem que a sequéncia do DNA seja alterada®. Os mecanismos epigenéticos regulam a expressio
génica de maneira repressiva ou permissiva de forma que uma desregulacdo da maquinaria
epigenética implique na patogénese de uma série de doencas'®!!. A metilagdo do DNA, que
consiste na adi¢do de grupos metil a uma molécula de DNA por meio da acdo das enzimas
DNA metiltransferases (DNMTs) & um dos mecanismos epigenéticos mais comuns na
regulacdo da expressdo génica ¢ tem seu papel no “silenciamento” de genes, impedindo com
que a transcricdo do DNA aconteca'?. Nos Gltimos anos, diversas alteragdes dos padrdes
epigenéticos tém sido propostas como importante fator contribuinte para o desenvolvimento da
autoimunidade, assim como fator preditor das respostas aos diferentes tratamentos!®!4. No
LES, a literatura mostra um perfil de hipometilagdo do DNA tanto a nivel global como de genes

especificos, principalmente daqueles relacionados ao processo inflamatério®*’,
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Somado a isso, nutrientes dietéticos advindos da alimentacéo ou suplementacdo podem
influenciar os fenbmenos epigenéticos por meio da inibicdo de enzimas que catalisam a
metilagido do DNA ou pela alteragdo da disponibilidade de substratos®. O metabolismo de um
carbono é o mecanismo envolvido nessa relagdo, caracterizado principalmente pela
transferéncia de grupo metil da S-adenosil-metionina (SAM) para as DNMTSs, promovendo
substrato para as reagdes de metilagio do DNA'®. Esta série de reacdes bioquimicas envolve
micronutrientes que funcionam como cofatores importantes, tais como o &cido folico e a
vitamina B12*°. Nesse sentido, uma relagéo entre o status de micronutrientes doadores de grupo
metil com o perfil de metilacio do DNA tém sido cada vez mais evidenciada®®.

Considerando as evidéncias supracitadas, o presente estudo tem como hipdtese que a
suplementacdo de micronutrientes doadores de grupo metil pode alterar o perfil de metilagéo
do DNA de pacientes com LES, em especial agueles com LES e excesso de peso. Ainda séo
escassos 0s estudos que avaliam todos 0s mecanismos acima como um todo e, portanto, o
presente estudo se faz relevante para que 0s mecanismos epigenéticos subjacentes sejam
melhores compreendidos e, consequentemente, seja possivel delinear estratégias terapéuticas
gue minimizem as consequéncias do LES e garantam uma melhor qualidade de vida para esses

pacientes.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Lupus eritematoso sistémico

As doencas reumaticas se caracterizam pela perda da tolerancia homeostatica do
sistema imunoldgico, com consequente perda de qualidade de vidal. Elas afetam
principalmente as articulagdes e musculos e configuram um importante problema de saude
publica, com prevaléncia mundial variando entre 2 a 65%2°. Complementarmente, o niimero
de individuos acometidos por doencas autoimunes tem aumentado, sobretudo nos ultimos 20
anos e nos paises desenvolvidos?.

Dentre as doengas reumaticas autoimunes, destacam-se o LES, artrite reumatoide,
sindrome de Sjogren primaria, esclerose sistémica, miosite inflamatoria idiopatica e vasculites
sistémicas??. Os principais sintomas englobam dores articulares, inchaco, reducéo ou perda de
funcdo, fadiga e manifestagdes mucocutaneas®®?*. Em alguns casos, ha o comprometimento
parcial ou total de drgdos e sistemas, como o sistema renal, pulmonar, cardiovascular,
gastrointestinal, neuroldgico e hematoldgico® 2. Nas doengas autoimunes sistémicas, 0s
mecanismos de reconhecimento de patdgenos e a prevencdo de auto ataque estdo
prejudicados?* e ndo ha um controle da inflamagdo induzida por este cenario, gerando uma
ativacio imune continua com diferentes amplitudes durante o percurso da doenca??’.

O LES é uma doenga inflamatdria cronica autoimune e caracterizada por uma
heterogeneidade de sintomas clinicos?®. Embora a epidemiologia da doenca varie de acordo
com o sexo, faixa etaria e regido geografica®®, uma revisio sistematica recente com 112 estudos
incluidos demonstrou que a incidéncia global do LES foi de 5,14/100.000 individuos por ano.
Na populagdo feminina, a incidéncia foi estabelecida em 8,82/100.000 individuos por ano,
enquanto nos homens os valores foram de 1,53/100.000 individuos por ano. Em termos de
prevaléncia global, observou-se uma estimativa do LES em 43,7/100.000 individuos. Os
valores direcionados a populacdo feminina e masculina foram de 78,73/100.000 individuos e
9,26/100.000 individuos, respectivamente. Dentre os paises com a maior prevaléncia de LES,
destacam-se os Emirados Arabes Unidos, Barbados e Brasil?®. Ainda, estudos demonstram que
tanto a incidéncia como a prevaléncia do LES sdo maiores em mulheres em idade fértil®° e,
ainda, que o LES é uma das principais causas de morte nesta populagio®..

Embora a etiologia do LES permaneca desconhecida, sabe-se que o aparecimento,
progressdao e progndstico da doenca sdo influenciados por fatores genéticos, epigenéticos,

imunoldgicos e ambientais, como infeccBes virais e uso de certos medicamentos®®3233, O
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mecanismo basico da doencga, representado na Figura 1, é compreendido pela producdo de
autoanticorpos dirigidos contra antigenos nucleares e citoplasmaticos proprios, fato este que
resulta em uma resposta imune multissistémica representada por inflamacéo aguda e cronica

exacerbada, além de dano tecidual*®2334,

Figura 1 - Mecanismo fisiopatoldgico do LES.
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Figura de propria autoria. Fatores genéticos, infecgdes virais, uso de determinados medicamentos e a maior
prevaléncia feminina se relacionam a etiologia do LES?%2%, O mecanismo da doenca se baseia na producéo de
autoanticorpos dirigidos contra antigenos proprios, ocasionando uma resposta imune multissistémica
caracterizada por respostas exacerbadas de células B e T, com aumento da secrecdo de citocinas como as [I1L]-17,
6, 1, 10, 13, TNF-a, IFN-y, autoanticorpos anti-dsDNA e anti-Ro e anticorpo antinucleares que por sua vez,
migram para os orgdos-alvo resultando em inflamagdo sistémica e dano tecidual®=28. IL: interleucina; anti-
dsDNA: autoanticorpos anti-DNA de dupla hélice; anti-Ro: anticorpo contra o antigeno Ro; ANA: anticorpo
antinuclear; IFN: interferon; TNF: fator de necrose tumoral.

No LES, as manifestaces clinicas sdo diversas e, muitas vezes, multissistémicas®?,
podendo ocorrer distdrbios hematolégicos (anemia hemolitica autoimune, leucopenia e
trombocitopenia), nefrite, artrite, dermatite, serosite e até mesmo envolvimento
neuropsiquiatrico®*°. Ademais, crises e remissoes alternadas s&o comuns nos individuos com
LES*. O Quadro 1 demonstra uma sumarizagdo das manifestacdes clinicas e principais

sistemas afetados no LES.
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Quadro 1 - Manifestacgdes clinicas de acordo com os sistemas afetados no LES.

Sistemas Manifestagdes clinicas
Sinais e sintomas constitucionais Febre, fadiga e perda de peso
Sistema musculoesquelético Artrite, artralgia
Sistema muscular Mialgia, miosite
Manifestagdes mucocutaneas Rash malar, fotossensibilidade, Ulceras bucais

Pericardite, doenca cardiovascular precoce, endocardite de
Libman-Sacks
Serosite, embolismo pulmonar, doenga pulmonar
intersticial, hipertensdo pulmonar, encolhimento pulmonar

Sistema cardiovascular

Sistema pulmonar

Sistema gastrointestinal Vasculite mesentérica
Sistema renal Glomerulonefrite
Sistema neuroldgico Cefaleia, disturbios cognitivos
Diminuicdo da contagem de células brancas, plaquetas e

Sistema hematoldgico

hemoglobina

Adaptado de Fiona Goldblatt, Sean G O’Neill, 20133,

De forma geral, a fisiopatologia do LES é caracterizada pela autoimunidade, na qual
uma cascata de ativacdo do sistema imune é disparada com respostas exacerbadas de células B
e T*. As células B possuem seu papel estabelecido na patogénese do LES devido a producéo
de autoanticorpos e resposta a antigenos*2. Uma das vias mais conhecida e estudada relacionada
a ativacdo de células B ¢ a via do receptor toll-like (TLR). Os TLRs sao receptores cruciais na
ativacdo da resposta imune e inflamatdria, uma vez que sdo capazes de reconhecer padrGes
moleculares especificos e agir de imediato contra eles®°. A ativacio dos TLRs leva a ativacio
de dois fatores de transcricdo, sendo eles o fator regulador de interferon 3 (IRF3) e o fator
nuclear-xB (NF-kB) que por sua vez levam a uma maior expressdo de interferon tipo 1 (IFN-
1), componente este amplamente estudado na patologia do LES*#4. O aumento da expresso
do TLR9, por exemplo, associa-se a maiores niveis de anticorpos anti-DNA dupla hélice (anti-
dsDNA) no LES*. O DNA e RNA fazem parte dos alvos dos autoanticorpos, sendo o anti-
dsDNA e anticorpos anti-Smith (anti-Sm) os mais especificos para a doenca®. A ligacdo dos
autoanticorpos com seus alvos leva a producgdo de citocinas pelas células T CD4+, como as
interleucinas [IL]-17, 6, 1, 10, 13, fator de necrose tumoral a (TNF-a), IFN-y e células
produtoras de anticorpos. Estas, por sua vez, migram para 0s Orgaos-alvo e resultam em
destruicéo tecidual®>8,

Em adicdo, pacientes com LES possuem concentracdes séricas de IL-10 elevadas®.
Esta citocina imuno reguladora desempenha seu papel nas respostas imunes inatas e adaptativas
e pode estar envolvida na fisiopatologia do LES por contribuir com a producdo de

autoanticorpos, promovendo maior atividade de células B e T, e gerando os danos teciduais
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caracteristicos da doenca®®. Estudos demonstraram que as concentracdes séricas elevadas de
IL-10 em pacientes com LES se correlaciona com o indice de atividade da doenca, producgéo
de autoanticorpos e consequente dano tecidual sistémico*®“. Corroborando com tais achados,
outros estudos demonstraram que o bloqueio de I1L-10 resultou em melhora clinica®® e correcéo
das respostas exacerbadas de citocinas pro-inflamatdrias em pacientes com LES®.

Embora os mecanismos moleculares da IL-10 ndo sejam totalmente compreendidos,
sabe-se que transdutores de sinal e ativadores de transcri¢do, do inglés signal transducers and
activators of transcription (STAT1, STAT3, STAT4 e STATS) relacionam-se com sua
expressdo e regulacido®. De modo geral, a familia de proteinas STAT tém seu papel
estabelecido como fatores de transcri¢do, agindo na regulacdo da expressdo génica e na
comunicacéo intracelular®®. A ativacdo de STAT3 é aumentada nas células T de pacientes com
LES, o que significa dizer que existe o aumento da fosforilagéo do fator de transcricdo STAT3
nas células T em individuos acometidos pela doenca e, nesse contexto, ocorre a transativacao
e expressdo de 1L-10*°. Nesse sentido, o bloqueio e a inibi¢do da acio do STAT3 vém sendo
propostos como estratégia em estudos envolvendo doencas autoimunes*®:°2,

Além disso, concentracdes plasmaticas de IL-17A, produzida pelas células T, também
se encontram aumentadas nos pacientes com LES e demais doencas autoimunes. A IL-17A
possui carater pro-inflamatorio por induzir a producao de quimiocinas e outras citocinas e por
ativar os neutrofilos direcionando-os ao local da inflamag&o®®. A classe do modulador de
elemento responsivo a CAMP, do inglés cAMP Responsive Element Modulator (CREM) se
refere a fatores de transcricdo que também possuem seus niveis de expressdo elevados em
células T no LES, sendo considerados responsaveis pela funcdo exacerbada das células T na
patogénese da doenca. A ativacdo do CREM se relaciona com o aumento dos niveis de
adenosina monofosfato ciclico (CAMP) na célula, sendo esta uma molécula mensageira
produzida em resposta a ligagdo de outros componentes nos receptores da membrana celular®.
Estudos demonstram efeito adicional do CREM na expressdo aumentada de IL-17A, cenério
este que pode ser explicado pela associacdo do CREM a uma hipometilagdo observada do gene
IL-17A em células T CD4+ do LES®®*%°, Nesse sentido, estudos sugerem que uma expressio
diminuida do CREM caracterizada por uma hipermetilacdo do DNA pode resultar em
atenuacdo das respostas inflamatdrias produzidas pela IL-17A. Em contrapartida, 0 CREM se
relaciona com uma expressdo diminuida de IL-2 a partir de uma hipermetilacio do DNA%,

A IL-2 também se relaciona a fisiopatologia do LES uma vez que sua principal funcéo
se baseia na proliferacdo e ativacdo de complexos imunes, sobretudo de células T, facilitando

seu crescimento e diferenciacdo®®, sendo que distlrbios na secrecdo de IL-2 se relacionam a
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um desequilibrio imunolégico®. Um ensaio clinico randomizado controlado por placebo
desenhado para tratar pacientes com LES evidenciou que baixas doses de IL-2 administrada
por via subcutdnea promoveu uma inibi¢do de células T auxiliares 17 (Th17) de caréater pré-
inflamatorio, com consequente remissdo sintomatoldgica®®.

Por fim, a IL-13 tem seu papel estabelecido nas respostas imunes e regulacdo da
inflamag#o, sobretudo alérgica®®. Esta citocina é produzida principalmente pelas células T
auxiliares do tipo 2 (Th2) e exerce influéncia sobre varias células do sistema imunoldgico,
como as células B, eosindfilos, basdfilos e mondcitos®’. O envolvimento da IL-13 no LES se
da principalmente pela producdo de componentes que se relacionam ao seu desenvolvimento,
como a IL-6 e o fator de crescimento B (TGF-B)%’. Estudo conduzido com pacientes com LES
indicou uma correlacéo positiva entre as concentragdes séricas de 1L-13 e o indice de atividade
da doenga®®.

Sabe-se que o diagndstico precoce do LES é crucial para evitar as complicacdes
multissistémicas da doenca®®®!. Concentracdes elevadas de ANAs, autoanticorpos anti-Ro e
anti-La e anticorpos antifosfolipides sdo encontrados no soro de pacientes com LES®!.
Ademais, os anti-dsDNA e anti-Sm s&o altamente especificos e consagrados no diagndstico®?.
De modo geral, as ferramentas diagnosticas do LES incluem principalmente 1) Teste de
autoanticorpo; 2) Critérios de Classificagdo do European League Against
Rheumatism/American College of Rheumatology (EULAR/ACR) e 3) Teste de complemento
ligado & célula®.

As diretrizes desenvolvidas pelo ACR em 1997 e Systemic Lupus International
Collaborating Clinics (SLICC) em 2012 foram utilizadas nos critérios de classificacdo da
doenca até 2019%. A partir de 2019, novos critérios foram desenvolvidos e validados pelo
EULAR em conjunto com o ACR, sobretudo para fins de pesquisa e a fim de garantir uma
maior sensibilidade®®%4. As diretrizes de 2019 do EULAR/ACR utilizam diferentes valores
(pesos) para cada sintoma, sejam eles clinicos e/ou imunoldgicos e o diagnéstico do LES é
feito quando o individuo acumula 10 ou mais pontos advindos desses pesos®. O Quadro 2
apresenta os critérios de 2019 do EULAR/ACR. Biomarcadores do sistema complemento,
como os produtos de ativagdo do complemento ligado a célula (CB-CAPs), também foram
incluidos nos critérios de classificacdo atuais®® e podem igualmente ser utilizados para
diagndstico e na identificagdo do nivel de atividade da doenga®”’. CB-CAPs tém maior
sensibilidade do que os marcadores tradicionais do complemento tanto em adultos como na

populacgdo pediatrica com LES®8°,
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Como o préprio nome sugere, o indice de Atividade da Doenca do Lupus Eritematoso
Sistémico (SLEDAI-2K), é um instrumento validado utilizado para avaliacdo da atividade da
doenca no LES. Nesse instrumento, sdo atribuidos pesos (1, 2, 4 ou 8) a cada manifestacdo
clinica e parametros laboratoriais presentes no LES (24 itens). O escore total do SLEDAI-2K
varia de 0 a 105 e maiores escores representam uma maior atividade da doenca. A atividade da
doenca pode ser classificada em: 1) inativa (escore=0); 2) leve (escore de 1-5); 3) moderada
(escore de 6-10); 4) alta (escore de 11-19) ou 5) muito alta (escore>20). De maneira eficaz,
essa ferramenta auxilia no monitoramento da doenca de forma que os tratamentos sejam mais
bem delineados nos pacientes com LES™.

O LES geralmente requer tratamento vitalicio com o uso de glicocorticoides e farmacos
antimaléricos. Ademais, agentes imunossupressores, anti-inflamatorios ndo esteroidais e
produtos bioldgicos relacionados as células B também fazem parte do tratamento
farmacoldgico®. Até 80% dos pacientes com LES fazem uso de glicocorticoides,
medicamentos estes que suprimem a inflamagdo induzida pela doenga’™. A prednisona é o
farmaco glicocorticoide majoritariamente utilizado no tratamento e sua dosagem e tempo de
duracdo sdo baseados em experiéncia clinica. Além disso, os glicocorticoides podem ser
gradualmente retirados do tratamento desde que haja remissdo da doenga*’. Dentre os efeitos
adversos destacam-se a retenco hidrica, hipertensao arterial, acne, miopatia e osteoporose*!’2,

A hidroxicloroquina pertence a classe dos farmacos antimalaricos e normalmente é a
escolhida no controle das exacerbacBes da doenca’. Além disso, gragas a seus efeitos
antitromboticos, a droga € uma importante aliada no tratamento de pacientes com LES com
tendéncia a eventos tromboticos secundarios’®. De modo geral, a hidroxicloroquina ¢ um
medicamento bem tolerado com recomendacédo de dosagem estabelecido em diretriz prévia (5
mg/kg)”. Doses que excedam a recomendagio ou muitos anos de exposicdo a esta medicacio
podem acarretar em efeitos adversos, como a retinopatia’.

Além dos medicamentos supracitados, micofenolato de mofetil, azatioprina,
metotrexato, ciclofosfamida, ciclosporina, tacrolimo, belimumabe e rituximabe séo outros
farmacos normalmente utilizados no tratamento do LES, combinados ou n&o, frente as

manifestacdes clinicas e condices individuais especificas de cada paciente®.
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Quadro 2 - Critérios diagnosticos para o LES — EULAR/ACR (2019).

Dominios Peso
Dominios Clinicos

Constitucional

Febre 2
Hematologico

Leucopenia 3
Trombocitopenia 4
Hemolise autoimune 4
Neuropsiquiatricos

Delirium 2
Psicose 3
Convulséao 5
Mucocuténeos

Alopecia ndo cicatrizante 2
Ulceras orais 2
LUpus eritematoso cutaneo subagudo 4
Ldpus eritematoso discoide

LUpus cutaneo agudo 6
Serosal

Derrame pleural 5
Derrame pericardico

Pericardite aguda 6
Musculoesquelético

Envolvimento articular 6
Renal

Proteindria (> 0,5g/24 h) 4
Bidpsia renal classe 11 ou nefrite IUpica classe V 8
Bidpsia renal classe 111 ou nefrite lupica classe 1V 10
Dominios imunoldgicos

Anticorpos antifosfolipides

Anticorpos anticardiolipina

Anticorpos anti- B2GP1 2
Anticoagulante lGpico

Proteinas do sistema complemento

C3 ou C4 baixos 3
C3 e C4 baixos 4
Anticorpos especificos para LES

Anticorpo anti-dsDNA 6
Anticorpo anti-Smith

Adaptado de Michelle Petri et al., 2012%. LES: ltpus eritematoso sistémico; EULAR: European League Against
Rheumatis; ACR: American College of Rheumatology; Anti-B2GP1: anti-beta2 glicoproteina 1; C3: proteina do
sistema complemento 3; C4: proteina do sistema complemento 4; anti-dsDNA: autoanticorpo anti-DNA de dupla
hélice; anti-Smith: autoanticorpo anti-Smith.
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2.2. Implicacbes da obesidade no LES

A obesidade, considerada uma epidemia mundial, é definida pela Organizacdo Mundial
da Satde (OMS) como uma “condigdo caracterizada pelo excesso de gordura corporal em
quantidade que determine prejuizos a saude”. Um IMC igual ou maior que 30 kg/m? classifica
um individuo com obesidade, ao passo que um IMC acima de 25 kg/mz2 classifica um individuo
com sobrepeso’®. No Brasil, dados do Sistema de Vigilancia de Fatores de Risco e Prote¢éo
para Doencas Cronicas por Inquérito Telefénico (VIGITEL) publicados em 2023 indicaram
uma prevaléncia de sobrepeso em 61,4% da populac¢do adulta, com maior percentual entre 0s
homens em relacdo as mulheres (63,4% e 59,6%, respectivamente). Em relacéo a obesidade, o
VIGITEL apurou uma prevaléncia de 24,3% na populacdo adulta, com ocorréncias sutilmente
maiores na populagdo feminina em relagdo a masculina (24,8% e 23,8%, respectivamente)’’.

A etiologia da obesidade € majoritariamente associada a um balanco energético
positivo, isto €, quando o individuo consome mais energia do que é dispendida. Nesse sentido,
0 aumento do consumo de alimentos de alta densidade energética como os alimentos
ultraprocessados, fast-foods, carnes vermelhas e processadas, graos refinados, sal e agucares
adicionados e gorduras saturadas e trans esta associado ao ganho de peso’’®. De forma geral,
ja € bem elucidado que habitos alimentares inadequados influenciam ndo s6 a etiologia da
obesidade, como também de diversos outros fatores de risco cardiometabdlicos, como
hipertensdo arterial, distlrbios endoteliais, distarbios no metabolismo da glicose, alteracbes
hepéticas e distirbios no microbioma’. Contudo, muito além de um balango energético
positivo, a obesidade é uma doenca complexa e multifatorial, na qual fatores genéticos,
epigenéticos, comportamentais, socioculturais e ambientais também est&o envolvidos®. Dentre
esses fatores, autores destacam o uso de certos medicamentos, perda da qualidade do sono,
distarbios enddcrinos e psiquiatricos’, polimorfismos genéticosl82 e distdrbios associados ao
comportamento alimentar®,

A obesidade engloba um processo inflamatorio cronico de baixo grau e individuos, no
qual os individuos com obesidade possuem um risco aumentado para desenvolverem doengas
secundarias como diabetes mellitus do tipo 2 (DM2), cancer e doengas cardiovasculares®*. Na
obesidade, o acimulo de tecido adiposo gera disfuncdo das células adiposas, resultando em
estresse oxidativo e em um estado de hipoxia desses adipdcitos, favorecendo a infiltracdo de
celulas imunes com consequente aumento da secre¢do de adipocinas e citocinas pré

inflamatorias °.
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Paralelamente, estudos clinicos com pacientes com LES vem mostrando um risco
cardiovascular aumentado nesses pacientes®®®’. Uma meta-analise publicada em 2017
avaliando 47 estudos e 8.367 individuos com a doenca demonstrou uma prevaléncia de
sindrome metabdlica em 26% dos pacientes com LES®’. Ainda, dados da literatura demonstram
que até 36% dos pacientes com LES adultos jovens apresentam dislipidemia e cerca de 40%
apresentam hipertensdo arterial®®,

Em resumo, o aumento da sinalizacdo da cascata inflamatdria oriunda do excesso de
tecido adiposo pode potencializar o estado de autoimunidade, contribuindo para a patogénese
do LES, assim como para a exacerbacdo da doenca e piora dos sintomas LES®2, Ainda,
considerando que a obesidade per se € um fator de risco cardiovascular, esta pode estar
fortemente associada a piores desfechos clinicos da doenca, alterando de forma significativa a
qualidade de vida dos pacientes com LES®8®, Estudos demonstram que o estado inflamatério
do LES associado ao da obesidade predispbe 0s pacientes a desenvolverem sindrome
metabdlica®®%*, que por sua vez se associa a maior risco de doencas cardiovasculares devido
ao aumento da pressdo arterial, dislipidemia e glicemia elevada que caracterizam esta
condicdo® %, Ressalta-se que a prevaléncia de obesidade entre pacientes com LES ¢é
consideravelmente alta (semelhante ou superior ao da populacdo em geral)®, atingindo cerca
de 28 a 50% dos pacientes®. Ainda, pacientes com LES e obesidade parecem possuir maior
probabilidade de apresentarem fadiga, dor, sintomas depressivos, comprometimento cognitivo
e renal e declinio funcional ao longo do tempo®®.

Um estudo experimental envolvendo camundongos propensos ao LES (MRL/Ipr)
investigou o impacto de uma dieta rica em gordura na patogénese da doenca. Os animais foram
divididos aleatoriamente para receberem uma dieta regular (10% de calorias advindas de
gordura) ou uma dieta rica em gordura (60% de calorias advindas gordura) durante 14 semanas.
Como resultado, observou-se que os animais alimentados com a dieta rica em gordura tiveram
um maior peso corporal, maiores concentragdes sericas de lipideos, lesdes cutaneas e alteracoes
renais mais graves em comparacao ao grupo que recebeu a dieta regular, sugerindo que uma
dieta com alto teor de gordura pode estar associada ao desenvolvimento acelerado e exacerbado
do LES e ao estado de autoimunidade®. Ainda, um estudo transversal com 275 pacientes
(sendo 90,5% mulheres) visou investigar o impacto da obesidade na atividade da doenca,
acumulo de danos, marcadores inflamatdrios e fatores de risco cardiovascular no LES. A
atividade da doengca foi avaliada por meio do SLEDAI-2K e os danos aos orgdos relacionados
ao LES foram avaliados por meio do SLICC/ACR. Os resultados demonstraram que pacientes
com LES e obesidade associada apresentaram um pior indice de atividade da doenga e acimulo
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de danos, maiores concentracOes séricas de marcadores inflamatorios (PCR-us e C3), maiores
niveis séricos de triglicerideos e pressao arterial sistolica elevada em comparacdo aos pacientes
com LES e peso adequado®’. Todas as evidéncias até aqui destacadas demonstram que existe
um perfil inflamatdrio no LES e na obesidade e que uma associagéo entre estas condi¢des pode

resultar em complicacdes e piores desfechos clinicos.

2.3. Tecido adiposo como 6rgéo enddcrino

O tecido adiposo é um dos principais alvos dos processos inflamatorios relacionados a
obesidade e pode ser classificado em tecido adiposo branco (TAB) ou marrom (TAM)%. O
TAB é composto por adip6citos brancos responsaveis pelo armazenamento de gordura corporal
e estoque energético na forma de triglicerideos, entretanto sua funcdo vai além do
armazenamento de energia, funcionando também como um 6rgéo endocrino®. Por outro lado,
os adipdcitos marrons que compdem o TAM desempenham seu papel na termogénese, sendo
crucial nos processos adaptativos de gasto energético’®. Uma vez enriquecidos em
mitocdndrias, 0s adipdcitos marrons sdo capazes de oxidar substratos para producédo de energia
por meio da acdo das proteinas desacopladoras-1 (UCP1), que desacopla a cadeia respiratoria
da fosforilacdo oxidativa'®l. Nesse sentido, parece que os papeis do TAB e TAM s&0 0postos
entre si, ja que a termogénese e o gasto energético mediados pelo TAM poderiam exercer uma
fungio “protetora” na obesidade!®’. Ainda, é importante destacar que o tecido adiposo pode
estar armazenado a nivel subcutaneo ou visceral, sendo este ultimo relacionado a processos
inflamatorios mais complexos associados a comorbidades®. De fato, a literatura demonstra que
existe uma menor infiltracdo de células imunes e citocinas pré inflamatorias (e.g. IL-6, TNF-a
e proteina quimiotatica monocitaria-1 [MCP-1]) no TAB subcutdneo em comparacdo ao
visceral na obesidade!®?.

Haja vista suas funcGes, o TAB é o alvo do presente estudo e merece maior
aprofundamento. Em situacGes de alta ingestéo calorica, a priori o TAB se expande de forma
fisioldgica e a liberagdo de mediadores pro-inflamatdrios € necessaria para que os adipdcitos
previamente existentes naquele tecido sejam remodelados e novos triglicerideos sejam
acomodados, a fim de que ndo haja extravasamento lipidico para fora do tecido adiposo
ocasionando uma possivel lipotoxicidade!®®. Entretanto, quando o balango energético positivo
se mantém e a obesidade se sustenta, essa resposta pré-inflamatoria até entdo considerada
fisiologica e adaptativa passa a se tornar mais complexa, caracterizando uma inflamacao

cronica e de baixo grau®!. Nesse cenario, tanto o niimero como o tamanho das células adiposas
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sdo aumentados, caracterizando os fenémenos de hiperplasia e hipertrofia dos adipdécitos,
respectivamente!%4,

Assim, 0 estresse mecénico gerado quando existe sobrecarga da capacidade de
armazenamento de triglicerideos acarreta em remodelacdo inadequada do TAB na matriz
extracelular, resultando em vascularizacdo insuficiente com consequente estado de hipoxia,
estresse oxidativo e morte celular dos adipdcitos!®. Durante a resposta inflamatoria, células
imunes sdo infiltradas no TAB, principalmente macr6fagos. Esse tipo celular exibe diferentes
fendtipos em resposta ao ambiente, sendo 0 macréfago do tipo 1 (M1) liberado em resposta a
estimulos pré-inflamatérios e o macréfago do tipo 2 (M2) considerado anti-inflamatorio®6197.
Na obesidade, ocorre uma troca de fenotipo dos macréfagos presentes no tecido adiposo do
estado M2 para o M1, resultando na secre¢do de citocinas pré-inflamatdrias (e.g. MCP-1, TNF-
a, [IL]-1B, 6, 17A) por meio da ativacdo de vias metabolicas envolvidas na resposta
inflamatoria, como as vias do NF-«xB e c-Jun N-terminal quinase (JNK)&106:107,

Na obesidade, os acidos graxos livres podem ativar a via do NF-kB por meio de
receptores como o0 TLR4'®, Além disso, o estresse oxidativo resultante da hipertrofia e
hiperplasia dos adipocitos também pode desencadear respostas mediadas pela via do NF-
kB0 Quando ativado, o NF-kB é direcionado ao niicleo da célula, levando a transcricio de
genes pro-inflamatdrios'®. Da mesma maneira, a via do JNK pode ser ativada por meio do
estresse do reticulo endoplasmaético e lipotoxicidade decorrentes do acumulo de lipideos nos
adipdcitos'!, promovendo a ativacdo de proteinas regulatorias e fatores de transcricéo [e.g.
STAT, receptor ativado por proliferadores de peroxissomos gama (PPARy)] que também
aumentam a transcricdo de genes pro-inflamatoriost?,

Além dos macrofagos, outras células imunes sdo capazes de se infiltrar no tecido
adiposo, como as células T auxiliares (Th)}2. As células Thl, bem como as Thil7, sdo
caracterizadas por seu perfil pro-inflamatério, sendo induzidas por IFN-y, promovendo a
secrecdo de citocinas pré-inflamatérias como 1L-12 e TNF-o!2. Por outro lado, as células Th2
sdo consideradas tipicamente anti-inflamatorias, promovendo a secre¢do de citocinas como as
interleucinas [IL]-4, 5, 10 e 13%!12, O mecanismo inflamatorio presente no tecido adiposo do

individuo com excesso de peso e obesidade esta representado com detalhes na Figura 2.



Figura 2 - Mecanismo inflamatorio do tecido adiposo e citocinas presentes no excesso de peso e

obesidade.
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Adaptado de Klaudia Antoniak et al., 20218. No excesso de peso e obesidade, as células adiposas aumentam em
numero (hiperplasia) e em tamanho (hipertrofia), gerando estresse oxidativo, hipdxia dos adipdcitos e até mesmo
morte celular®*. No individuo com peso adequado, existe maior quantidade de macréfagos M2 e secrecdo de
adiponectina, e menor producdo de TNF-a, MCP-1, [IL]-1B, 6, 1, 3, 5, 8, células CD4+ Thl e Thl7. Por outro
lado, existe maior producédo de [IL]-4, 13, 10 e células CD4+ Th2. No excesso de peso e obesidade, existe uma
maior quantidade de macrdfagos M1, maior concentracdo de leptina e menor producéo de [IL]-4, 13, 10 e células
CD4+ Th2, enquanto a producdo de TNF-a, MCP1, [IL]- 1B, 6, 1, 3, 5, 8, células CD4+ Thl e Th17 é maior. As
células envolvidas na producdo das citocinas sdo neutrofilos, eosinéfilos, mastocitos e linfocitos B e T em sua
maioria®. 1: mais/maior; |: menos/menor; IL: interleucina; MCP-1: Proteina Quimiotatica Monocitaria 1; TNF:
fator de necrose tumoral; CD4+: células CD4+; Th: células T auxiliares.

A leptina é uma adipocina secreta pelo tecido adiposo e conhecida principalmente por
seus efeitos na regulacdo da ingestdo alimentar e gasto energético a nivel cerebral, mais
especificamente no hipotalamo!*®4, Sua principal funcéo se resume na capacidade de induzir
0 gasto energético e diminuir o apetite. Quando os niveis de lipideos estdo aumentados nos
adipocitos, a leptina envia ao cérebro sinais de que existem reservas suficientes de energia,
inibindo o apetite’>!1®, Naturalmente, o aumento sustentado dos niveis de lipideos nos
adipdcitos faz com que os niveis circulantes de leptina sejam mais elevados. De fato, a literatura
demonstra de forma clara que & medida que a adiposidade aumenta, as concentracfes séricas
de leptina também aumentam®!’. Nesse sentido, parece que a leptina passa a ndo exercer sua
funcdo de maneira efetiva e um estado de resisténcia a sua acdo passa a ser investigado,

resultando em maiores sinais de apetite e maior ingestio energétical'®!°, De forma geral, 0s
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mecanismos por trds da resisténcia a leptina ainda ndo foram totalmente esclarecidos,
entretanto o mecanismo mais abordado na literatura se refere aos efeitos de saturacdo do
receptor de leptina devido ao excesso de leptina circulante, acarretando em perda de funcdo e
contribuindo para uma série de disfuncdes metabdlicas associadas a obesidade®1%,

Além da leptina, a adiponectina também € secretada pelos adipocitos. Esta adipocina
esta relacionada a desfechos anti-inflamatdrios e diversos estudos demonstram a sua acdo na
sensibilidade & insulina*®. E importante destacar que as concentracdes de adiponectina estio
inversamente relacionados com os niveis de gordura corporal e ganho de peso, ou seja, a
medida que a quantidade de gordura corporal e/ou peso aumentam, os niveis de adiponectina
tendem a diminuir'?%122, Nesse contexto, fica claro que a expressdo da adiponectina no tecido
adiposo branco ¢é diminuida em condigdes inflamatérias, como na obesidade®*. Uma sintese do

mecanismo de acao da leptina e adiponectina pode ser observada na Figura 3.

Figura 3 - A¢do da leptina e adiponectina no individuo com ou sem excesso de peso/obesidade.
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Imagem de prdpria autoria. A leptina e adiponectina sdo adipocinas secretadas pelo tecido adiposo com diferentes
funcbes. A leptina tem seu papel estabelecido na regulagdo da ingestdo alimentar e gasto energético. Quando os
niveis de gordura estdo aumentados nos adipdécitos, a leptina envia ao cérebro sinais de que existem reservas
suficientes de energia, garantindo ao individuo a sensagdo de saciedade. No individuo com excesso de peso e
obesidade, a expressdo de leptina € aumentada no tecido adiposo e, devido ao ambiente inflamatério
metabolicamente desfavoravel, o acimulo de leptina pode resultar em um feedback negativo e resisténcia a sua
acdo a nivel hipotalamico>®. A acdo da adiponectina esta relacionada a sensibilidade a insulina e seus niveis
se relacionam inversamente aos niveis de gordura corporal*?122, 1: mais/maior; |: menos/menor.
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2.4. Mecanismos epigenéticos e metilacdo do DNA

A epigenética consiste em alteragOes estruturais e bioquimicas reversiveis da cromatina
sem que a sequéncia do DNA seja alterada, sendo capaz de regular a expressao génica com
configuragbes repressiva ou permissiva transcricionalmente’?®, A metilagdo do DNA, as
modificacdes de histonas (e.g. metilacdo, acetilacdo, ubiquitinacéo) e a expressdo de RNA nao
codificantes s&o os mecanismos epigenéticos mais amplamente estudados!?#12°, Uma vez que
tais mecanismos controlam diversos processos fisioldgicos, uma desregulacdo da maquinaria
epigenética pode implicar na patogénese de um ndmero crescente de doencas, como a
obesidade!?®1% ¢ o LES®123.127,

A metilacdo do DNA consiste na adi¢do de grupos metil (CH3) na posi¢éo carbono-5
da citosina, geralmente em sitios 5-C-Fosfato G-3 (CpG), pelas enzimas DNMTs!2127, Este
mecanismo (Figura 4), quando em regides promotoras de genes, acarreta em uma repressao
transcricional (“silenciamento do gene”)!?8, Dessa maneira, a hipermetilagio do DNA pode
silenciar genes, da mesma forma que a hipometilagio do DNA pode ativa-los

transcricionalmente?,

Figura 4 - Processo de metilacdo do DNA.

Grupo metil : :
b S SN
L J L J
Regidao Gene alvo
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Imagem de propria autoria. A metilagdo do DNA ocorre quando a SAM doa um grupo metil (CH3) paraa DNMT,
que adiciona este grupo na posicao carbono-5 da citosina. Este mecanismo regula a expressdo génica ao reprimi-
la transcricionalmente (“silenciamento do gene”)?'?’. DNMT: DNA metiltransferase; SAM: S-adenosil-
metionina; M: grupo metil.
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Dentre a familia das enzimas DNMTs, a DNMT1, DNMT3A e DNMT3B sdo as mais
conhecidas e com fungdes bem estabelecidas na literatura®®*3!, A classe das DNMTs3 tem por
funcéo transferir o grupo metil da coenzima SAM para o residuo de citosina ndo metilado do
DNA, sendo responsavel por novos padrGes de metilacdo durante a replica¢do, sem que seja
necessaria a existéncia de um DNA previamente metilado®*°. Por outro lado, a DNMT1
(também conhecida como DNMT de manutencdo) transfere grupos metil para citosina
hemimetilada®*!, promovendo a manutencdo do padrdo de metilacio do DNA e a memoria
epigenética durante a replicacdo celular'®132, A literatura demonstra que a DNMT1 é a maior
proteina da familia. DNMT'®, sendo a primeira identificada com atividade de DNA
metiltransferase em mamiferos®!.

Muitos sdo os fatores que podem regular o processo de metilagdo do DNA, tais como
dieta, agressdes externas (e.g. radiagdo ultravioleta [U.V.], tabagismo, exposicio a metais)**
e modificadores genéticos (e.g. variantes genéticas, condigdes genéticas hereditarias)'2813413,
seja alterando os substratos para que as reacGes acontecam ou codificando a expressao das
DNMT8128’133.

2.5. Metilacdo do DNA no LES e obesidade

De modo geral, a literatura que avalia o perfil de metilacdo do DNA em células T CD4+
de pacientes com LES é vasta; entretanto, diversas evidéncias demonstraram um perfil de
hipometilacdo do DNA tanto no genoma como um todo (hipometilagdo global)!®6:*7 como em
genes especificos, principalmente aqueles relacionados a cascata inflamatoria e de
autoimunidade®® 4%, Um estudo no qual foi conduzida uma analise ampla do perfil de
metilacdo do DNA de células T CD4+ encontrou 341 sitios CpGs diferentemente metilados
entre pacientes com LES e controles saudaveis, sendo que 236 sitios CpGs encontravam-se
hipometilados nos portadores da doenca. Tais CpGs localizavam-se em genes relacionados as
vias da autoimunidade e ao metabolismo de infecgbes virais!*'. Em adigcdo, um ensaio
experimental conduzido com mulheres com LES e controles saudaveis demonstrou menores
niveis de metilacdo do DNA nas regides promotoras dos genes IL-10 e IL-13 nas células T
CD4+, sugerindo que a hipometilagdo do DNA leva a uma superexpresséo de IL-10 e IL-13 em
pacientes com LES™®, Vale relembrar que o aumento da expressdo de IL-10 nas células T
promove a atividade das células B no LES, o que contribui com a autoimunidade, producdo de

citocinas pro-inflamatdrias e consequente dano tecidual*#143,



38

Outro ensaio clinico incluindo 80 pacientes com LES (59 mulheres e 21 homens) e 77
controles saudaveis (57 mulheres e 20 homens) demonstrou um perfil de hipometilacdo do gene
metaloproteinase de matriz 9 (MMP9) na andlise de células mononucleares do sangue
periféricol’. Uma vez que estudos anteriores associaram niveis elevados de MMP9 a piores
desfechos no LES (como nefrite lUpica e neuropatia periférica)**+'° o estudo em questio
sugeriu que o padrdo de hipometilacdo identificado na regido promotora do gene
MMP9 poderia estar associado a descobertas importantes frente as manifestacGes clinicas
tipicas do LES'. Por fim, um ensaio clinico conduzido com 20 pacientes com LES e 10
controles saudaveis (sendo a maioria dos voluntarios do sexo feminino) investigou o os niveis
de metilacdo do DNA dos genes IL-4 e IL-6 em células T isoladas e ativadas (in vitro) na
presenca ou auséncia de um “inibidor de metilagdo” (5-azacitidina). Os autores observaram um
perfil de hipometilacdo das ilhas CpG nos promotores de IL-4 e IL-6 semelhante entre os
pacientes com LES e as células tratadas com 5-azacitidina. Uma vez que as interleucinas IL-4
e IL-6 estdo diretamente relacionadas a patogénese do LES pelo seus papeis na diferenciacédo
de células B e que niveis séricos de IL-6 se associam ao perfil inflamatério caracteristico do
LES, o perfil de hipometilagdo encontrado foi associado a uma maior atividade da doenca®.

Ressalta-se que as causas da hipometilacdo associada ao LES ainda ndo foram
totalmente elucidadas, entretanto uma expressdo diminuida das DNMTSs, sobretudo da
DNMT1, tem sido associada a reducdo da metilacdo global do DNA de células imunes no
LES?"146 Um estudo conduzido com 34 pacientes com LES e 23 controles saudaveis (maioria
mulheres) demonstrou que pacientes com LES apresentaram menores niveis de mRNA de
DNMT1 do que os controles, ao passo que ndo foram observadas correlagdes entre o nivel de
MRNA de DNMT1 e o indice de atividade da doenca do LES. Ainda, os achados indicaram
que os pacientes com LES apresentaram um perfil de hipometilacdo global do DNA em
comparagdo aos controles e que o perfil de metilagéo global foi inversamente associado ao
indice de atividade da doenca, sugerindo que a menor expressdo de DNMT1 pode desempenhar
um papel importante na patogénese do LES#’,

No contexto da obesidade, diversos estudos visaram investigar a influéncia dos padrées
epigenéticos em sua fisiopatologia, com resultados conflitantes**1%°, Embora os estudos
sugeriram existir um perfil de DNA predominantemente hipermetilado associado a
obesidade!** 1!, sitios CpGs hipometilados também foram identificados em individuos com
obesidade e relacionados com perfil metabdlico4%1°0,

Um ensaio envolvendo 96 jovens afro-americanos de ambos os sexos avaliou o perfil

de metilacdo do DNA de sangue periférico por meio do equipamento Beadchip Infinium
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Human Methylation 450K (lllumina). Como resultado, varios locais CpG diferentemente
metilados foram identificados entre os individuos com obesidade e com peso adequado, sendo
a maioria dos sitios CpGs caracterizados por um padrdo de hipermetilacdo nos individuos com
obesidade. Destaca-se que tais sitios CpGs localizavam-se em genes relacionados as vias
metabolicas da prépria obesidade, hipertensdo arterial, dislipidemia, DM2 e alguns tipos de
cancer, apoiando a hipotese de que alteragdes na metilacdo do DNA podem influenciar na
patogénese da obesidade e distirbios metabdlicos associados'*. Nesse sentido, outro estudo
com mesma metodologia mostrou um total de 9.371 sitios CpGs diferentemente metilados entre
individuos com obesidade e peso adequado, sendo 7.974 deles hipermetilados e 1.397
hipometilados naqueles com obesidade. Os autores enfatizaram cinco genes hipermetilados em
pacientes com obesidade em comparacdo aos controles com peso adequado, sendo eles
associados a via de sinalizacdo do calcio, do cancer, da regulacdo mediadora inflamatdria dos
canais de receptores transientes de potencial (TRP), via de sinalizacdo do horménio tireoidiano
e via da sinapse glutamatérgica®®. Uma coorte europeia conduzida com mulheres gémeas
monozigdticas ou dizigoticas (IMC: 26,7+4,9 kg/m?) ao investigar niveis de metilacio do DNA
no tecido adiposo evidenciou uma correlagdo positiva entre os niveis de metilacdo da
€g22891070 no fator 3 induzivel por hipdxia A (HIF3A) e o IMC, sugerindo que o aumento do
IMC pode estar associado ao aumento da metilacdo do gene HIF3A no tecido adiposo, gene
este associado a adaptagdo celular a hipoxia®®°.

Atualmente ndo existem farmacos disponiveis que consigam reverter o perfil de
hipometilacdo ou hipermetilacdo do DNA e, nesse sentido, surge uma maior necessidade de
investigar este fenémeno sob um olhar clinico de forma que padrdes de metilacdo alterados
sejam modulados e terapias direcionadas as células que expressam genes modificados sejam
estabelecidas como alvos terapéuticos no LES e na obesidade!®2153,

2.6. Papel dos nutrientes doadores de grupo metil na metilagcdo do DNA

Nutrientes dietéticos e compostos bioativos dos alimentos podem influenciar os
mecanismos epigenéticos, inibindo as enzimas que catalisam a reacdo de metilacdo do DNA
ou alterando a disponibilidade dos substratos utilizados nessas reacdes enzimaticas'’é. Nesse
sentido, uma relacéo entre o status de nutrientes doadores de grupo metil, como acido folico,
vitamina B12, colina, metionina, betaina, com o perfil de metilacdo do DNA tém sido cada vez
mais evidenciada®®. De fato, estudos em humanos e animais demonstraram que a baixa ingestio

ou deficiéncia desses micronutrientes estavam associadas a menores niveis de metilacdo global
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ou de genes especificos'>!® ou que a suplementagdo desses nutrientes se associava a maiores
niveis de metilagio do DNA*1%5,

Nesse cenario, estudos conduzidos em animais, humanos e estudos in vitro tém
demonstrado o efeito da suplementacdo com micronutrientes doadores de grupo metil sob o
perfil de metilacio do DNA em diferentes populacdes, tecidos e condicdes clinicas®®61, Um
estudo experimental com camundongos C57BL/6 fémeas gravidas objetivando investigar o
padrdo de metilacdo do DNA (global e em genes especificos) na prole frente ao cenério de
deficiéncia no teor de colina da dieta materna evidenciou que uma ragéo deficiente em colina
promoveu reducdo dos niveis de metilacdo global do DNA e do gene Cdkn3, o qual associou-
se a via metabolica do ciclo celular®®. Outro estudo in vivo conduzido com ratos demonstrou
que a suplementacdo conjunta de &cido félico, vitamina B6 e vitamina B12 foi capaz de reduzir
os niveis de metilagdo do elemento nuclear intercalado longo (LINE-1) no hipotalamo®®®,

Considerando estudo com humanos, um ensaio clinico randomizado com pacientes com
adenoma colorretal mostrou aumento da metilacdo global do DNA, tanto no sangue como na
mucosa do colon, ap6s suplementagdo com 400 pg de acido folico durante 10 semanas™.
Outro ensaio clinico randomizado conduzido com 86 mulheres gravidas saudaveis demonstrou
que a suplementagdo com 400ug de acido fdlico por 22 semanas promoveu um aumento no
nivel de metilacdo do fator de transcricdo com dedos de zinco 57 (ZFP57) no sangue materno
e do corddo umbilical'®®. Uma reviséo sistematica com meta-analise realizada pelo nosso grupo
teve como objetivo identificar e sintetizar as evidéncias acerca da suplementacdo de
micronutrientes doadores do grupo metil no perfil de metilacio do DNA¥2, De forma geral,
evidenciou-se que 0s micronutrientes podem alterar os niveis de metilacio do DNA em
modelos animais, humanos e até mesmo in vitro, contudo a suplementacdo com &cido foélico
apenas afetou os niveis de metilacdo global do DNA em doses altas e muito altas em animais.
Além disso, ndo foi possivel estabelecer recomendagdes clinicamente concretas devido a
grande heterogeneidade dos estudos que envolvem este desfecho, sobretudo no que se refere a
dosagens e tempo de suplementagio, genes de investigagdo e tecidos alvo'®,

O mecanismo por tras dessa relacdo envolve o metabolismo de um carbono (1C),
definido por um conjunto de reacBes metabdlicas interligadas que incluem os ciclos de
metionina e folato, e encarregadas pela transferéncia de uma unidade de carbono para processos
bioquimicos (Figura 5)1%%1% Em sintese, 0 aminoacido metionina, derivado da dieta ou da
remetilacdo da homocisteina, é transformado em SAM pela acdo da enzima metionina-
adenosiltransferase (MAT). A SAM, conhecida como o doador universal de grupos metil,

desempenha um papel essencial nas reaces de metilacdo, incluindo aquelas catalisadas pelas
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enzimas DNMTs %, Apos a doagdo dos grupos metil, a SAM se converte em S-adenosil-
homocisteina (SAH), que por sua vez ¢ transformada em homocisteina. Durante esse processo,
certos nutrientes atuam como cofatores ou doadores de grupos metil, tornando a
disponibilidade de SAM sensivel a ingestao insuficiente de folato, vitamina B12, vitamina B6,
vitamina B2, colina, betaina e metionina'®>!%, Nessa perspectiva, essa interagdo entre
nutrientes e metabolismo é crucial, uma vez que distarbios no metabolismo de 1C, seja por
baixa ingestdo de nutrientes doadores de grupo metil ou por polimorfismos em genes que
codificam enzimas importantes, podem afetar diretamente o perfil de metilagio do DNA7-168,

O acido félico e a vitamina B12 sdo micronutrientes doadores do grupo metil em foco
no presente estudo. A priori, vale destacar as diferengas das nomenclaturas “acido folico” e
“folato”: enquanto o folato (ou vitamina B9) se refere ao nutriente encontrado naturalmente
nos alimentos, o acido folico se refere a versdo sintética do folato (suplementacéo). Assim
sendo, o folato é um micronutriente crucial para o bom funcionamento dos processos celulares,
incluindo sintese e metilacio de DNA®°, Ele esta presente majoritariamente em vegetais verde
folhosos, nozes, feijes e alimentos fortificados (em forma de &cido félico), como a farinha de
trigo'’®. Sua ingestio diaria recomendada (RDA) ¢ de 400 pg/dia (dieta) para homens e
mulheres adultos, enquanto o nivel maximo toleravel (UL) ¢ de 1.000 pg/dia (forma
fortificada)!’t. Estudos sugerem que a deficiéncia dietética deste micronutriente pode afetar a
diferenciacdo das células T auxiliares!’? e, além disso, causar rompimento de DNA nos
linfocitos T humanos, afetando sua proliferagao®17,

Como observado na Figura 5, a enzima metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR)
desempenha um papel fundamental no metabolismo do folato e na sintese e metilacdo do DNA.
A MTHFR catalisa a conversdo de 5,10-metilenotetrahidrofolato (5,10-MTHF) em 5-
metiltetrahidrofolato (5-MTHF), que é uma forma ativa de folato usada como doadora de
grupos metil em varias reagdes bioquimicas, incluindo a metilagdo do DNA®". Dessa forma,
presume-se que alteracdes na expressdo de MTHFR poderiam certamente influenciar o
metabolismo de transferéncia de grupo metil no ciclo de 1C e acarretar em diferentes respostas

no que se refere ao perfil epigenético de doengas como o LES.



Figura 5 - Metabolismo de 1 carbono (1C).
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Adaptado de Sang-Woon Choi e Simonetta Friso, 202364, Os nutrientes doadores de grupo metil participam de
uma série de vias metabodlicas funcionando como cofatores de enzimas importantes no processo de metilacéo do
DNA. A metionina dietética ou suplementada € convertida em SAM pela enzima MAT. A SAM doa seu grupo
metil para outros compostos, incluindo o DNA, através da enzima DNMT. Posteriormente a SAM é metabolizada
em SAH, sendo esta hidrolisada & homocisteina. A homocisteina pode seguir o caminho da transulfuragdo e ser
metabolizada em cisteina por acdo das enzimas dependentes de vitamina B6 CBS e y-cistationase ou ser
remetilada a metionina novamente por acdo da enzima metionina sintase dependente de vitamina B12 como co-
fator. Este Gltimo caminho esta acoplado a reducéo de 5,10-metileno THF a 5-metil THF, reacdo esta catalisada
pela enzima dependente de vitamina B2 MTHFR. O 5-metil THF transforma-se em THF ao doar seu grupo metil
para a homocisteina, que por sua vez é convertida em metionina novamente. A betaina, derivada da colina dietética
ou suplementada, também pode funcionar como doadora de grupo metil e atuar na conversao da homocisteina em
metionina (remetilacéo) por uma via alternativa. Para tal, a betaina é metabolizada &8 DMG numa reag&o catalisada
por enzima também dependente de vitamina B12, a BHMT162166, THF: Tetrahidrofolato; B6: Vitamina B6; 5,10-
metileno THF: 5,10-metileno tetrahidrofolato; B2: Vitamina B2; MTHFR: Metilenotetrahidrofolato redutase; 5-
metil THF: 5-metil tetrahidrofolato; CBS: Cistationina-beta-sintetase; B12: Vitamina B12, DMG: Dimetilglicina;
BHMT: Betaina-homocisteina metiltransferase; MAT: Metionina-adenosiltransferase; SAM: S-adenosil-
metionina; SAH: S-adenosil-homocisteina; DNMT: DNA metiltransferase.

A vitamina B12, ou cobalamina, é naturalmente encontrada em alimentos de origem
animal, como em carnes, aves, peixes, ovos, leite e demais produtos lacteos'’. Alguns
alimentos fortificados com vitamina B12, como 0s cereais matinais, também estao disponiveis
para consumo®”. Sua ingestdo diaria recomendada (RDA) é de 2,4 pg/dia para homens e
mulheres adultos e o nivel maximo toleravel (UL) ainda ndo foi estabelecido para esse

nutriente!’*17, Esta vitamina atua diretamente na regulagio da metilagdo do DNA por meio do
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metabolismo de 1C'"*. Um estudo conduzido em modelo murino demonstrou que sua
deficiéncia induziu um estado de hipometilacdo global do DNA mesmo quando combinada ao
folato. Este resultado sugere que talvez o consumo de outros micronutrientes doadores do
grupo metil possa ndo “compensar” a deficiéncia da vitamina B12 no que se refere ao perfil de
metilacdo do DNA'¥, Tanto a deficiéncia de acido folico como a de vitamina B12 podem trazer
severas consequéncias, como hiperhomocisteinemia e danos ao DNA,

Em vista disso, a nutricdo de precisdo surge como uma importante area da pesquisa
nutricional focada na individualidade em resposta a intervengdes dietéticas e mudangas no
estilo de vida'”1"®. Atualmente, a nutrigio de precisdo se direciona principalmente ao estudo
do genoma e microbioma intestinal, ao passo que o epigenoma (metilacdo do DNA) ainda
carece de profundidade cientifical’”. Nesse sentido, estratégias nutricionais baseadas na
suplementacdo com micronutrientes doadores de grupo metil parecem desempenhar um papel
fundamental na modulac&o do perfil de metilagdo do DNA62178,

Assim, a hipdtese do presente estudo é de que a suplementagdo com micronutrientes
doadores de grupo metil (&cido félico e vitamina B12) é capaz de modular o perfil de metilacdo
do DNA no tecido adiposo de mulheres com LES com peso adequado ou com excesso de peso

e que essa modulacdo ocorre diferentemente de acordo com o estado nutricional.



Objetivos
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo primario

Avaliar se a suplementacao com acido folico e vitamina B12 é capaz de modular o perfil
de metilacdo do DNA no tecido adiposo de pacientes com LES com peso adequado ou com

excesso de peso e se essa modulacéo é diferente de acordo com o estado nutricional.

3.2. Objetivos secundarios

Em pacientes com LES com peso adequado ou excesso de peso, avaliar antes e ap6s
protocolo de suplementacdo com &cido folico e vitamina B12:
e Medidas antropométricas e de composicao corporal;
e Perfil metabdlico;
e Expressao dos genes DNMT1, STAT3, MTHFR, IL-6, TNF-a, LEP e ADIPOQ no tecido

adiposo.



Pacientes e Métodos
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4. PACIENTES E METODOS

4.1. Aspectos éticos e local do estudo

O presente estudo faz parte de um projeto Jovem Pesquisador da Fundacdo de Amparo
a Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP) intitulado “Progressos em estudos epigenéticos
nas doencas reumaticas autoimunes: da bancada a clinica no lapus eritematoso sist€émico”.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo (HC-FMUSP) (CAAE.: 47317521.8.0000.0068). As
pacientes consideradas elegiveis foram informadas sobre todos os detalhes do projeto e
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO A).

O presente estudo foi realizado no Laboratorio de Avaliacdo e Condicionamento em
Reumatologia (LACRE) do HC-FMUSP e no Centro de Medicina do Estilo de Vida da
FMUSP (LIM 17; sala 3148).

4.2. Selecdo e recrutamento das pacientes

As participantes foram recrutadas no Ambulatério de LUpus Adulto da Divisdo de
Reumatologia do HC-FMUSP. As pacientes foram consideradas elegiveis se atendessem aos
seguintes critérios de inclusdo: 1) diagnostico de LES; 2) sexo feminino; 3) periodo pré-
menopausa; 4) idade entre 18 e 45 anos; 5) que atendessem aos critérios de classificacdo de
SLICC®; 6) com pontuagdo SLEDAI < 4; 7) em tratamento com prednisona em uma
dosagem < 10 mg/dia; 8) em tratamento com hidroxicloroquina em dose estavel e 9) com
IMC > 18,5 kg/m?. Pacientes envolvidas em programas de treinamento fisico e/ou dietas ndo
foram consideradas elegiveis para a participagdo no estudo. Os critérios de exclusdo adotados
foram: diabetes mellitus, hipertensdo arterial, tabagismo, uso de anticoagulantes, uso de
metotrexato, infeccdo atual, outras doencas autoimunes, gravidez suplementacdo com
vitamina B12, acido folico ou similares.

Uma vez que o género feminino é um forte contribuinte para a fisiopatologia do LES e
que a presenca de um segundo cromossomo X nas mulheres contribui para 0 aumento da
prevaléncia de LES'18 optou-se pela inclusdo somente de pacientes do sexo feminino. Além
disso, os hormdnios estrogénios podem influenciar os mecanismos epigenéticos e, por esse
motivo, foram selecionadas apenas mulheres na pré-menopausa. Além disso, uma vez que a

metilagdo global do DNA ¢é reduzida em idosos'®?, optou-se por selecionar apenas mulheres
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em uma faixa etaria estabelecida.

Considerando os efeitos das drogas antirreumaticas na metilagdo do DNA, estipulou-
se como critérios de inclusdo o uso de prednisona em doses menores que 10 mg/dia e 0 uso
de hidroxicloroquina em dose estavel. Nao foram incluidas pacientes que fizessem uso de
metotrexato, uma vez que este farmaco atua inibindo a absorcéo do acido folico'®. Por fim,
ndo foram incluidas pacientes que fizessem uso de anticoagulante a fim de se evitar possiveis
riscos no procedimento de bidpsia, como sangramento excessivo e/ou falha na cicatrizagdo®.

Por meio da andlise dos prontuérios eletrénicos individuais (Prontmed®)
implementados no sistema interno do referido hospital, as pacientes potencialmente elegiveis
foram identificadas e convidadas a participar do estudo. O convite foi realizado pessoalmente
durante a espera nas consultas, por mensagens de texto ou chamadas telefonicas.

De acordo com recomendagdes recentes'®18 os seguintes fatores foram levados em
consideracdo para determinar o tamanho da amostra: (a) nimero de pacientes potencialmente
elegiveis no referido servico ambulatorial, (b) capacidade da equipe de pesquisa, e (c)
disponibilidade de recursos e tempo para conduzir o presente estudo. Assim, a analise de
viabilidade desses fatores em conjunto permitiu a inclusdo minima de 40 pacientes no total

(20 pacientes em cada grupo).

4.3. Desenho experimental

Trata-se de um ensaio clinico randomizado duplo-cego. Primeiramente, as pacientes

foram divididas em dois grupos de acordo com a classifica¢do do estado nutricional segundo o
IMC. O grupo eutrofia (EUT) incluiu pacientes com LES e peso adequado (IMC entre 18,5 e
24,9 kg/m2) e o grupo excesso de peso (EP) incluiu pacientes com LES e excesso de peso (IMC
> 25 kg/m?). Posteriormente, as pacientes de cada grupo foram randomizadas a receber
suplementacdo de mix de vitaminas ou placebo. A randomizacgéo (1:1, em blocos de 2) foi feita
de maneira eletronica pela plataforma Random (random.org). Ao final, obtive-se quatro grupos
como descrito abaixo.

e Grupo EUT controle: pacientes com LES e peso adequado que receberam placebo;

e Grupo EP controle: pacientes com LES e excesso de peso que receberam placebo;

e Grupo EUT suplementado: pacientes com LES e peso adequado que receberam

suplementacdo de vitamina B12 e acido félico;

e Grupo EP suplementado: pacientes com LES e excesso de peso receberam
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suplementacdo de vitamina B12 e acido félico.

O periodo de intervencao foi de 3 meses. Em ambos os periodos (pré e pos), as
pacientes se apresentaram ao laboratério pela manhd seguindo um jejum noturno de 12 horas.
Em ambos os periodos, as pacientes foram avaliadas antes e ap0s suplementacdo por meio
de uma extensa bateria de desfechos relacionados aos objetivos propostos, incluindo
amostras de sangue e coleta de tecido adiposo subcutaneo (TAS). As amostras de TAS foram
utilizadas para anélises dos niveis de metilagdo do DNA e de expressao génica e as amostras
de sangue foram utilizadas para analises inflamatorias e metabdlicas. Parametros
antropomeétricos e de ingestao alimentar também foram avaliados. Os parametros clinicos da
doenca (idade de inicio, duracdo da doenca desde o diagnostico, dose de medicamentos e
indice de atividade da doenca) foram obtidos por meio de revisdo de prontuario e anamnese
pessoal (APENDICE A). A Figura 6 mostra o desenho experimental do estudo.

Este estudo foi desenhado de acordo com as recomendacBes do grupo de testes de
padrdes consolidados de relatorios (CONSORT), e foi registrado em clinictrials.gov (n°.:
NCTO05097365) antes do inicio.

Figura 6 - Desenho experimental.
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4.4. Suplementacao de acido félico e vitamina B12

As pacientes foram aleatoriamente designadas a receber uma dose oral diaria de um
mix de vitaminas (400 mcg de &cido folico e 2.000 mcg de vitamina B12) ou um placebo
indistinguivel em termos de sabor, cheiro e aparéncia, durante 3 meses. As dosagens de acido
félico e vitamina B12 foram definidas respeitando os valores pré-estabelecidos de RDA e
UL e de acordo com a literatura anterior cuja intervencdo foi a suplementagdo com
micronutrientes doadores de metil para analise de metilacdo do DNA®2, A identificacao cega
dos frascos com as referidas capsulas (suplemento ou placebo) foi realizada por uma Unica
pesquisadora ndo pertencente ao estudo, com cada numero (1 ou 2) correspondendo a um
grupo de tratamento (intervencdo ou placebo) (Figura 7).

No momento do encontro com as pacientes (periodo pré) foram entregues trés frascos
contendo 35 cépsulas/cada. As pacientes foram aconselhadas a ingerir uma cépsula por dia,
pela manhd, durante 3 meses. Durante todo o periodo do protocolo de suplementagdo as
pacientes foram contatadas por telefone semanalmente e estimuladas a fazerem anotacdes
para que ndo houvesse esquecimento da ingestdo das capsulas. Ainda, para que houvesse um
maior controle, as pacientes foram orientadas a levar os frascos ao laboratério na visita de
retorno (periodo pds). Nesse periodo, foi realizada uma contagem da quantidade de capsulas
remanescentes ao final da intervengdo. Por fim, as participantes foram instruidas a nédo
alterarem o padrdo alimentar ou o nivel de atividade fisica e a ndo incluir ou excluir qualquer

atividade ou comportamento que pudesse culminar em perda ou ganho de peso.

Figura 7 - Frascos contendo suplementagdo ou placebo.
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4.5. Avaliacdo antropométrica e composicao corporal

A estatura foi aferida por um estadidmetro de parede com graduacédo de 0,5 cm. Para
tal, as pacientes ficaram descalgas, com os calcanhares juntos, as costas retas e os bracos
estendidos ao longo do corpo. O peso foi aferido com o auxilio de uma balanca digital, com
capacidade de 300 kg e sensibilidade de 100 gramas. No momento da medicgéo as pacientes
ficaram descalcgas e com roupas leves. O IMC foi calculado usando a seguinte equacéo: peso
(kg)/altura2(m). A circunferéncia abdominal foi aferida com fita plastica extensivel com
graduacdo de 0,1 mm posicionada na mesma linha da cicatriz umbilical com as pacientes em
pé. Todas as medicdes foram realizadas pelo mesmo pesquisador (Figura 8).

A composicao corporal (massa livre de gordura e massa gorda) foi estimada por meio
da afericdo de dobras cutaneas (DC), sendo elas: tricipital, bicipital, subescapular e
suprailiaca. As equacdes preditivas de Durnin e Siri*®”18 foram utilizadas como referéncia

para a realizacdo dos célculos dentro da plataforma nutricional Web Diet®.

Figura 8 - Afericdo das medidas antropomeétricas.

N

A: Aferigdo de circunferéncia{ abdominal; B: Aferigéo de dobra cuténea bicipital.

4.6. Analise da ingestao alimentar

Em cada periodo do estudo (pré e p0s), trés recordatdrios alimentares de 24 horas
(R24h) foram aplicados a cada paciente. Tais R24h foram realizados em dias alternados,
englobando um dia de final de semana. O primeiro R24h foi realizado no dia da coleta de
dados e os outros dois via ligacéo telefonica. A ingestao alimentar foi avaliada por uma média
entre os trés R24h.



52

No que se refere a analise quantitativa, a ingestdo energética [valor energético total
(VET)], quantidade de macronutrientes (proteinas, carboidratos e lipidios), acido folico,
vitamina B12 e o numero de refei¢des realizadas ao longo do dia foram obtidos e calculados
por meio da plataforma de célculos nutricionais Dietbox®.

Ainda, foi realizada uma anélise qualitativa da ingestdo alimentar quanto ao nivel de
processamento dos alimentos. Os alimentos e preparacdes consumidos pelas pacientes foram
divididos e desmembrados de acordo com a recomendacdo NOVA de nivel de processamento
dos alimentos!®®: 1) In natura ou minimamente processados; 2) Processados; 3)
Ultraprocessados e 4) Ingredientes culinarios. Apo6s a divisao, as refeicbes foram inseridas no
Dietbox® de forma a obter o valor energético de cada grupo/nivel de processamento e a

porcentagem de cada grupo em relagdo ao VET.

4.7. Questionario Internacional de Atividade Fisica (IPAQ)

O Questionario Internacional de Atividade Fisica (IPAQ Short Form Version 2.0. April
2004) foi aplicado pessoalmente em ambos os periodos (APENDICE B). Para analise, foi
utilizada a soma dos minutos despendidos na realizacdo de atividades fisicas durante a semana
de acordo com as normativas do IPAQ, que usa como critérios de avaliacdo a prética de: 1)
atividades moderadas por pelo menos 10 minutos continuos (pedalar leve na bicicleta, nadar,
dancar, jogar vOlei recreativo, carregar pesos leves, fazer servicos domésticos na casa, no
quintal ou no jardim comao varrer, aspirar, cuidar do jardim, ou qualquer atividade que aumente
moderadamente a respiracdo ou batimentos cardiacos) e 2) atividades vigorosas por pelo menos
10 minutos continuos (correr, fazer ginastica aerdbica, jogar futebol, pedalar rapido na
bicicleta, jogar basquete, fazer servicos domésticos pesados em casa, no quintal ou cavoucar
no jardim, carregar pesos elevados ou qualquer atividade que aumente muito a respiracdo ou

batimentos cardiacos)*%%1%,

4.8. Coleta de amostra de sangue periférico e analises metabdlicas

Apbs jejum de 12 horas, amostras de sangue periférico foram coletadas por profissional
qualificado em dois tubos contendo gel separador e em dois tubos contendo anticoagulante
etilenodiamina tetra acetica acida (EDTA) (Figura 9). Imediatamente ap0s a coleta as amostras
foram armazenadas em recipiente com gelo. A coleta de sangue teve risco minimo (Categoria
2; 45 CFR 46.110).
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Figura 9 - Coleta de sangue periférico.

ConcentracGes sericas de glicose, colesterol total e fragdes [lipoproteina de baixa
densidade (LDL-c), lipoproteina de alta densidade (HDL-c) e ndo-HDL-c], triglicerideos,
proteina C reativa (PCR), acido félico e vitamina B12 foram analisadas no Laborat6rio
Central do HC-FMUSP. Para tal, as amostras foram cadastradas conforme o sistema de
identificacdo do laboratorio central e levadas até o mesmo para seu respectivo
processamento.

O restante das amostras coletadas foi conduzido para as dependéncias dos laboratorios
da FM-USP, no qual foram centrifugadas a 3000 rpm, por 15 minutos, para a separacdo do
plasma e este foi entdo armazenado a -80°C. Posteriormente, concentracdes séricas de leptina,
adiponectina e [IL]-2, 6, 17A e TNF-a foram avaliadas com utilizacdo dos kits comerciais
MILLIPLEX MAP Human Adipocyte Magnetic Bead Panel - Endocrine Multiplex Assay e
MILLIPLEX® Human Cytokine/Chemokine/Growth Factor Panel A - Immunology Multiplex
Assay (Millipore, Missouri, EUA) em um analisador Luminex® (Luminex®, MiraiBio, EUA)
de acordo com instrugdes do fabricante. Por fim, os dados obtidos foram normalizados e
expressos pelo software Milliplex Analyst 5.1 (EMD Millipore).

4.9. Coleta de tecido adiposo subcutaneo

Para andlise dos niveis de metilagdo do DNA e de expressdo génica, foram coletados
dois gramas de TAS abdominal. Para tanto, o procedimento de bidpsia foi realizado na regido
acima da cicatriz umbilical superior direita de cada paciente sempre pela mesma equipe médica

habilitada (Figura 10). Apds toda a limpeza e assepsia do local, o profissional aplicou uma
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dosagem de aproximadamente 5 mL de cloridrato de lidocaina para anestesia local. Com a
paciente sem dor e devidamente anestesiada, uma incisdo de aproximadamente 1,5 cm foi feita
com o auxilio do bisturi. A retirada e corte do TAS foram realizados com auxilio de pin¢a e
bisturi. A inciséo foi fechada de forma ndo-invasiva por meio de sutura cutanea adesiva.
Imediatamente ap6s o procedimento de biopsia, metade da amostra do TAS coletado foi
inserida em tubo criogénico para posterior extracdo de DNA. A outra metade da amostra foi
conservada em tubo criogénico com 1,0 mL do composto TriZol® para posterior extracdo de
RNA. Ambas as amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C.

Figura 10 - Procedimento de bidpsia do tecido adiposo subcutaneo.

\

A: Incisdo para coleta do tecido adiposo subcutaneo; B: Amostra de tecido adiposo subcuténeo.

4.10. Analises de metilacdo do DNA

4.10.1. Extracdo de DNA de tecido adiposo

O DNA do tecido adiposo foi extraido utilizando o kit QlAamp DNA Blood Kit
(Qiagen), seguindo as recomendaces do fabricante. A concentragéo e a pureza do DNA foram
determinadas por espectrofotometria utilizando Nano Vue Plus. A concentracdo do DNA foi
avaliada a 260 nm e a relagao 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.
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4.10.2. Tratamento com bissulfito de sodio

O DNA (500 ng) foi tratado com bissulfito de sddio e purificado utilizando o kit 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.

4.10.3. Ensaio dos niveis de metilacdo do DNA

O DNA tratado com bissulfito de sodio foi usado para hibridizacdo na plataforma
Infinium Human Methylation EPIC Beadchip (Illumina, San Diego, CA) de acordo com o
protocolo do fabricante (Infinium HD Assay Methylation Protocol Guide, Illumina).
Primeiramente, o DNA foi submetido a um processo de desnaturacao e neutralizagdo, seguido
de amplificacdo isotérmica. O produto amplificado passou por um processo de fragmentacao
enzimatica, e depois foi precipitado e ressuspenso em tampao de solugdo. A solucdo foi
hibridizada nas laminas dos beadchips por emparelhamento covalente com sondas especificas
durante uma incubacdo a 48°C por 16 horas (Figura 11A). Apos a hibridizacao, foi realizada
lavagem para remocdo dos fragmentos ndo anelados, e o beadchip foi preparado para estender
bases alelo-especificas incorporando nucleotideos de citosina marcados.

A amplificacdo da marcagdo embutida fornece o sinal identificado por um laser
(IMluminaTM iScan System), que excita os fluor6foros em cada base, permitindo a identificagdo
de sitios metilados no DNA em estudo. Desta forma, os beadchips foram escaneados usando o
sistema Illumina iScanSQ que emprega um scanner a laser fluorescente de duas cores (532
nm/660 nm) com resolugdo de 0,375 um capaz de excitar os fluor6foros incorporados durante
o0 protocolo (Figura 11B). A Figura 12 demonstra o protocolo simplificado do processo de

andlise de metilacdo do DNA.



56

Figura 11 — Ensaio de metilagéo do DNA.

A: Insercdo de amostra de DNA tratado com bissulfito de sédio nos beadchips. B: Escaneamento dos beadchips
no aparelho iScan.

Figura 12 - Protocolo simplificado do processo de analise de metilacdo do DNA.
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Figura de autoria propria. O DNA tratado com bissulfito de sodio foi usado para hibridizacdo na plataforma
Infinium Human Methylation EPIC Beadchip (lllumina, San Diego, CA). A amplificacdo da marcagdo embutida
fornece o sinal identificado por um laser (IlluminaTM iScan System), que excita os fluor6foros em cada base,
permitindo a identificagdo de sitios metilados no DNA em estudo. Os beadchips foram escaneados usando o
sistema Illumina iScanSQ que emprega um scanner a laser fluorescente de duas cores (532 nm/660 nm) com
resolucdo de 0,375 um capaz de excitar os fluor6foros incorporados durante o protocolo. AF: acido fdlico; B12:
vitamina B12.
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4.11. Analises de expressao génica

4.11.1. Extracao e quantificacdo de RNA

O RNA do tecido adiposo foi extraido pelo RNeasy Mini Kit (Qiagen) de acordo com o
protocolo do fabricante e quantificado por absorbancia (260nm/280nm) no Nano Vue Plus.

4.11.2. Sintese de cDNA

Para a reacdo de transcricdo reversa foram utilizados 100 ng de RNA. A reacdo foi
conduzida por meio do kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems),
de acordo com as recomendacdes do fabricante, em aparelho termociclador (MJ Research PTC-
100®). As condigdes para a reagdo foram: 25°C por 10 minutos, 37°C por 120 minutos e 85°C
por 5 minutos. Por fim, o material foi armazenado a -80°C para as anélises de expressdo génica.

4.11.3. Reacdo em cadeia de polimerase em tempo real (RT-PCR)

A andlise da expressao génica foi realizada por reacdo em cadeia de polimerase (PCR)
quantitativo em tempo real (RT-gPCR) no equipamento Step One Plus Real-Time PCR System
— Applied Biosystems, utilizando sondas TagMan™ MGB 6-FAM fluorogénicas (Applied
Biosystems) (Quadro 3) e Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems). Para a reacéo foi
utilizado 1 pL de cDNA sintetizado da etapa transcricdo reversa, para um volume final da
reagdo de 10 uL. As condicdes para a reagdo foram de 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos
e 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 15 segundos, seguido de anelamento e extensdo a 60°C
por 60 segundos. Os dados obtidos a partir da reacdo de RT-qPCR foram expressos como um
limiar de ciclagem ou Cycle threshold (Ct), que representa uma linha de base de detecgéo de
fluorescéncia. A quantificagéo relativa do gene foi calculada por meio do método comparativo
2°AAC19%2 - Ccomo controle enddgeno, foram utilizados os genes gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) e B-actina (ACTB).
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Quadro 3 - Sondas selecionadas para realizar os ensaios de PCR quantitativo (qPCR) e suas
respectivas referéncias na plataforma da Thermo Fisher Scientific.

Simbolo Gene Ensaio TagMan® 1D
GAPDH Gllceralfjeldo-3-fosfato Hs02786624 g1
desidrogenase

ACTB B-actina Hs01060665 g1

DNMT1 DNA metil transferase 1 Hs00945875_m1

STAT3 Transdutor de S|n§1l~e ativador de Hs00374280 mil
transcrigdo -

LEP Leptina Hs00174877_ml

ADIPOQ Adiponectina Hs00977214 ml

MTHFR Metilenotetrahidrofolato 4501114487 ml
redutase -

TNF-a Fator de necrose tumoral alfa Hs00174128 ml

IL-6 Interleucina 6 Hs00174131 ml

4.12. Analises de bioinforméatica e estatisticas

4.12.1. Variaveis clinicas e de expressao génica

Varidveis numéricas foram descritas por valores de média e desvio-padrdo, enquanto
para variaveis categoricas utilizou-se numero absoluto e porcentagem. A normalidade de
distribuicdo dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. A comparacdo dos dados
basais em cada grupo (EUT e EP) para pacientes que receberam placebo ou suplemento foi
realizada pelo teste t para amostras independentes (varidveis numéricas) ou qui-quadrado
(variaveis categoéricas). Para avaliar o efeito da intervengdo utilizou-se Equacgdo de
Estimativa Generalizada (EEG) e, quando um valor significante de F foi observado, foi
realizado o post hoc de Bonferroni para comparagdes multiplas. Para todas as varidveis
dependentes, o grupo (i.e., intervencdo e placebo) e o tempo (i.e., pré e pds) foram
considerados fatores fixos, e os sujeitos foram definidos como fatores aleatdrios. Todas as
andlises foram conduzidas de acordo com o principio da intencdo de tratamento e por
protocolo. Avaliagdo por protocolo foi conduzida com as pacientes que apresentavam dados
dos periodos pré e poOs-intervencdo e que atingiriam uma adesdo ao uso de
placebo/suplemento maior ou igual a 75%. A significancia estatistica foi estabelecida em 5%
(p <0,05), sendo todas as andlises realizadas no software Statistical Package for Social
Science (SPSS versdo 22.0 [Inc. Chicago. IL]).
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4.12.2. Andlises de metilacdo do DNA

Os dados da matriz de metilacdo foram processados no ambiente estatistico R 4.1.1
(//'www.r-project.org/). O pacote R (R Core Team, 2021) RnBeads foi utilizado para controle
de qualidade e pré-processamento®®®. Primeiramente, utilizou-se o 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 localizagbes genémicas (reacdo cruzada) foram removidas. As intensidades brutas
obtidas na matriz foram normalizadas usando o método BMIQ, que é uma abordagem de
normaliza¢do baseada em modelo para corrigir valores B de sondas do tipo II de acordo com a
distribuicdo beta dos valores B das sondas do tipo I. Assim, um valor B especifico foi obtido
para cada sitio CpG encontrado. O valor B corresponde a razdo do sinal fluorescente entre a
sonda metilada (M) em rela¢do a soma das sondas M e ndo metilada (UM) [ = M/(M + UM)]
e variam de 0 (sem metilacdo) a 1 (100% de metilacdo de ambos os alelos). Por fim, modelos
lineares hierdrquicos foram utilizados com pacote limma para obter as diferencas entre
grupos'®. Os valores de p foram corrigidos para testes multiplos (taxa de descoberta falsa,
FDR) usando o método Benjamini-Hochberg. Um pipeline de bioinforméatica semelhante foi
aplicado a todas as comparaces realizadas. Posteriormente, aplicou-se um limiar para os sitios
CpG significativos baseados em AB 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 anotagéo das ilhas
CpGs utilizou a seguinte categorizacdo: (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 préximas 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 transcri¢do, TSS200 e TSS1500,
indicou as regiGes 200 ou 1500 pb a montante do local de inicio da transcri¢do,
respectivamente. Considerou-se 5’UTR, a regido entre TSS e o cddon 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.

4.12.3. Andlises de enriqguecimento de vias metabolicas

A fim de obter ainda mais relevancia bioldgica das associag¢fes significativas entre a

metilacdo do DNA e os fenotipos estudados, foi realizada analise de enriquecimento de vias
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metabolicas com o programa WebGestalt (WEB-based Gene SeT AnaLysis,

http://www.webgestalt.org), utilizando a Enciclopédia de Genes e Genomas de Kyoto (KEGG).



Resultados
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5. RESULTADOS

5.1. Triagem e recrutamento

Foi realizada a triagem de 1.219 pacientes atendidas no Ambulatorio de LUpus Adulto
da Divisdo de Reumatologia do HC-FMUSP. Apds varredura com aplicacdo dos critérios de
inclusdo e exclusédo, obteve-se um numero de 758 pacientes ndo elegiveis e 461 pacientes
elegiveis para o presente estudo. Dente o total de pacientes elegiveis, 20 ndo se apresentaram
nas consultas presenciais agendadas e tampouco foram encontrados os contatos telefonicos
das mesmas via cadastro do sistema do hospital, restando, portanto, 441 pacientes que foram
convidadas para ingresso no estudo. Dessas, 199 se recusaram a participar, 189 néo
retornaram aos contatos telefénicos, duas pacientes vieram a 6bito e 51 aceitaram participar
e foram incluidas no estudo.

Das 51 pacientes incluidas, 24 foram alocadas no grupo EUT, sendo 12 randomizadas
para receberem a suplementacéo e 12 para receberem o placebo. As 27 pacientes restantes
foram alocadas no grupo EP, sendo 14 delas direcionadas ao uso da suplementacédo e 13 ao
uso de placebo. Durante o desenvolvimento do protocolo de suplementacdo, seis pacientes
do grupo EUT e quatro pacientes do grupo EP desistiram da intervencdo e ndo retornaram
para avaliacdo pos-suplementacdo, sendo que todas as pacientes relataram desisténcia por
motivos pessoais. Ainda, uma paciente pertencente ao grupo EP foi diagnosticada com
doenca neoplasica durante o protocolo do estudo, sendo excluida. Assim, 18 pacientes do
grupo EUT e 22 pacientes do grupo EP finalizaram o protocolo (coleta pré e pds). O
fluxograma de recrutamento esta demonstrado na Figura 13.

Das 40 pacientes que finalizaram o protocolo de intervencgéo, apenas uma paciente de
cada grupo (EUT e EP) tiveram adesdo menor do que 75% ao uso diario das capsulas.

5.2. Dados socioecondmicos

Os dados socioecondmicos das pacientes estdo demonstrados na Tabela 1. Observou-
se uma distribuicdo homogénea considerando raca, escolaridade e estado civil entre as
pacientes que receberam placebo ou suplementacdo em ambos os grupos (EUT e EP).
Entretanto, observou-se uma maior média de idade nas pacientes do grupo EUT que

receberam a suplementacdo em comparagdo com as que receberam placebo.



Figura 13 — Fluxograma de recrutamento.

Pacientes antendidas no Ambulatério de Lipus Adulto da
Divisdo de Reumatologia do HC-FMUSP
(n=1.219)

Excluidas (n = 1.168)
- Critérios de inclusio ndo atendidos (n = 758)
Tringem - Recusa ao convite (n = 199)
— - Sem retorno telefonico (n= 189)
- Faltas nas consultas e auséncia de telefone no cadastro (n = 20)
- Obitos reportados (n = 2)

Incluidas (n = 51)

= Grupo EUT Grupo EP
Alocagio Pacientes com IMC entre 18,5 ¢ 24,9 kg/m* Pacientes com IMC maior que 25 kg/m*
(n=24) (n=27)
Randoms PLACEBO INTERVENCAO PLACEBO INTERVENCAO
SEOmE A0 (n=12) (n=12) (n=13) (n=14)
; Perda de seguimento por
T Perda de seguimento Perda de seguimento Perda de seguimento l— motivos pessoais (n = 3)
Seguimento | por motivos pessoais | por motivos pessoais [ | Ppor motivos pessoais
(n=35) (n=1) (n=1) Exclusdo por diagnéstico
de cancer (n = 1)
Finalizaram o Finalizaram o Finalizaram o Finalizaram o
protocolo (n = 7) protocolo (n = 11) protocolo (n = 12) protocolo (n = 10)
‘ Adesdo <75% (n = 0) Adesdo <75% (n=1) Adesdo <75% (n=1) Adesao <75% (n = 0)

HC-FMUSP: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo; N: nimero; IMC: indice de Massa Corporal;
grupo EUT: grupo de pacientes com peso adequado; grupo EP: grupo de pacientes com excesso de peso.
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Tabela 1 - Dados basais socioecondmicos das pacientes com lUpus eritematoso sistémico incluidas no

estudo.
EUT EP
L Total PLA INT p Total PLA INT p

Vanavels ' _ogy  (n=12) (n=12) (n=27) (n=13) (n=14)
Idade (anos)  33,7+7,1 30,4+7,4 37,151 0,02 36,3t5,5 37,5+4,6 35,4+6,3 0,42
Raca
declarada
Branca 375(9) 333(4) 41,7(5 29,7(8) 231(3) 35,7(5)
Preta 20,8 (5) 8,3(1) 33,3(4) 25,9 (7) 30,8(4) 21,4(3) 0.74
Parda 37,5 (9) 50(6) 25(3) 0,27 44,4 (12) 46,1(6) 42,8(6)
Amarela 4,2 (1) 8,3(1) 0 0 0 0
Estado civil
Casada 33,3 (8) 25(3)  41,7(5) 63 (17) 61,5(8) 64,3(9)
Solteira 62,5 (15) 75(9) 50(6) 37 (10) 38,5(5) 357(5) 0,88
Divorciada 4,2 (1) 0 8,3(1) 0,35 0 0 0
Escolaridade
EF 0 0 0 742 7,71 7,100
incompleto
EM 4,2 (1) 0 8,3(1) 18,5(5) 23,1(3) 14,3(2) 0,86
incompleto 0,65
EM completo  33,3(8) 33,3(4) 33,3(4) 33,3(9) 30,8(4) 35,7(5)
ES 29,2 (7) 25(3)  33,3(4) 3,7(2) 0 7,1(2)
incompleto
EScompleto  33,3(8) 41,7(5) 25(3) 37 (10) 38,5(5) 35,7(5)

Dados apresentados em média + desvio padrdo ou porcentagem (nimero absoluto). EF: ensino fundamental; EM:
ensino médio; ES: ensino superior; PLA: placebo; INT: interven¢do; EUT: grupo eutrofia; EP: grupo excesso de
peso; p: comparagdo entre placebo e interven¢do no mesmo grupo. Valores em negrito indicam p<0,05.

5.3. Medicacao e atividade da doenca

Os dados basais de medicacéo e atividade da doenca estdo descritos na Tabela 2. N&o
foram observadas diferencas na média de tempo de doenca, uso de hidroxicloroquina e
atividade da doenca entre os grupos. Do total de pacientes incluidas, apenas oito faziam uso
de prednisona, sendo quatro do grupo EUT (uma que recebeu placebo e trés que receberam
suplementacdo) e quatro do grupo EP (uma que recebeu placebo e trés que receberam
suplementacdo). Em ambos os grupos a dosagem variou de 5 a 10 mg/dia. Ainda, 60,8% (n =
31) das pacientes faziam uso de vitamina D, 2% (n = 1) de vitamina A, 2% (n = 1) de célcio
e 2% (n =1) de ferro.
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Tabela 2 - Dados basais de medicacg&o e atividade da doenca das pacientes com IUpus eritematoso
sistémico incluidas no estudo.

EUT EP

Variaveis Total PLA INT p Total PLA INT p

(n=24) (=12) (n=12) (n=27) (=13) (n=14

Diagnostico 14 5489 10,7481 12,3485 064 12,9457 128457 12,9460 0,94
LES (anos)

Hidroxicloroquina

Dose diaria + N N + + +

(o) 389,1456,3 395,8+54,2 381,8+60,3 0,56 404,2+20,4 400,0+0,0 408,328,9 0,34
Diaspor 53,19  51+14 55409 048 57414 57420 57+0,7 1,00
semana
Tempo de

Uso (Meses) 114,8+85,0 111,3+81,0 118,4+92,2 0,84 125,1+64,5 120,7+67,8 129,1+63,6 0,71
SLEDAI 0,7+£1,2 0,8+1,4 0,6+1,1 0,75 0,311 0,3+1,1 0,3+1,1 0,96

Dados apresentados em média + desvio padrdo. LES: lUpus eritematoso sistémico; SLEDAL: indice de atividade
da doenca; EUT: grupo eutrofia; EP: grupo excesso de peso; PLA: placebo; INT: intervencdo; p: comparagéo entre
placebo e interven¢do no mesmo grupo.

5.4. Dados antropométricos e de composicado corporal

Os dados basais antropométricos e de composicao corporal estdo descritos na Tabela
3. Nédo foram observadas diferencas entre as pacientes que receberam placebo ou intervencao

tanto no grupo EUT como no EP.

Tabela 3 - Dados antropométricos e de composicao corporal basais das pacientes com lupus
eritematoso sistémico incluidas no estudo.

EUT EP
Variaveis Total PLA INT p Total PLA INT p
(n=24) (n=12) (n=12) (n=27) (=13) (n=14)

Peso (kg) 58,2+7,0 58,3t7,5 58,1+6,8 0,94 78,9+10,5 80,6+10,6 77,4+10,6 0,43
IMC (kg/m?) 22,1+2,4 22,0+2,6 22,2+2,2 0,84 30,4+3,6 30,5+2,7 30,3t44 0,91
CA (cm) 79,3t7,0 77,6£6,9 80,9+7,0 0,26 98,1+7,6 98,482 97,9+74 0,87
MG (kg) 18,6+3,9 19,041 18,2+4,0 0,62 29,4450 30,4451 28,649 0,34
MG (%) 31,6+4,2 32,1+3,6 31,2¢50 0,59 37,2+23 37,5+2,0 36,9+2,6 0,46
MM (kg) 39,6+4,1 39,3+3)9 39,9+44 0,72 49,5+6,1 50,258 48,8+6,6 0,56
MM (%) 68,2+4,3 67,6+3,5 68,9+49 047 62,8+24 624+20 63,2+2,7 0,43
Dados apresentados em média + desvio padrdo. IMC: indice de massa corporal; CA: circunferéncia abdominal;
MG: massa gorda; MM: massa magra; EUT: grupo eutrofia; EP: grupo excesso de peso; PLA: placebo; INT:
intervencdo; p: comparagdo entre placebo e intervencdo no mesmo grupo.
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Tabela 4 demonstra o efeito da intervencdo nos parametros antropometricos e de
composicao corporal nos grupos EUT e EP. Em ambos os grupos, ndo foram observadas
alteracfes no peso, IMC, CA e percentuais de massa magra e massa gorda ap6s uso do mix
de vitaminas ou do placebo.

Tabela 4 — Dados antropométricos e de composicao corporal das pacientes com IUpus eritematoso

sistémico antes e apds a suplementacdo com vitamina B12 e &cido folico ou placebo.

Variaveis Pré Pos p* p**
Peso (kg)
EUT INT 58,1(54,4-61,8) 58,1(54,2-62,0) 0.59 1,00
PLA 58,3(54,2-62,3) 57,8 (54,0-61,6) ’ 1,00
Ep INT 77,3(72,0-82,7) 76,1(70,4-81,8) 0.63 1,00
PLA 80,6 (75,1 - 86,2) 80,2 (74,1 —86) ’ 1,00
IMC (kg/m?)
EUT INT 22,2(21,0-23,4) 22,2(21,1-23,4) 0.65 1,00
PLA 22,0(20,6-23,5 21,9(20,4-23,3) ’ 1,00
Ep INT 30,3(28,1-325) 30,0(28,0-32,0) 0.83 1,00
PLA 305(29,0-31,9) 30,3(28,7-32,0) ’ 1,00
CA (cm)
EUT INT 80,9(77,1-84,6) 80,2 (76,2 -84,2) 0.08 1,00
PLA 77,6(73,9-81,3) 58,8(38,1-79,4) ’ 0,43
Ep INT 97,9(94,1-101,6) 96,1(91,3-100,9) 0.46 1,00
PLA 98,4 (94,1-102,7) 98,2 (94,2 -102,2) ’ 1,00
Massa gorda (%)
EUT INT 31,1(285-33,8) 30,8(28,2-33,3) 0.63 1,00
PLA 32,1(30,2-34,00 31,3(28,7-33)9) ’ 1,00
Ep INT 36,8(355-38,2) 36,6 (34,7-38,5) 0.79 1,00
PLA 37,5(36,5-38,6) 37,1(35,7-38,4) ’ 1,00
Massa magra (%)
EUT INT 68,8(66,2-715) 69,2 (66,7-71,7) 0.95 1,00
PLA 67,6 (656-69,5 68,8 (66,3-71,3) ’ 0,04
Ep INT 63,2(61,9-64,5) 63,3(61,3-65,2) 0.67 1,00
PLA 62,4(61,4-635) 62,9 (61,6 -64,2) ' 1,00

Dados apresentados em medias marginais estimadas e intervalo de confianca de 95%. IMC: indice de
massa corporal; CA: circunferéncia abdominal; EUT: grupo eutrofia; EP: grupo excesso de peso; PLA:
placebo; INT: intervencédo; p*: interacdo entre grupos (PLA vs. INT); p**: interagdo do tempo (pré vs.
p6s) dentro do grupo; Valores em negrito indicam p <0,05.

5.5. Consumo alimentar
Os dados basais de ingestdo alimentar encontram-se na Tabela 5. Nao foram

observadas diferencas entre os grupos. Da mesma forma, em ambos 0s grupos, ndo foram

observadas diferencas no consumo alimentar apds intervencao (Tabela 6).



Tabela 5 - Dados basais do consumo alimentar das pacientes das pacientes com lUpus eritematoso sistémico incluidas no estudo.

EUT EP
Variaveis Total PLA INT p Total PLA INT p
(n=24) (n=12) (n=12) (n=27) (n=13) (n=14)

Ingestao 1711,84532,0 1757,3+642,6 1666,3+417,5 0,68  1668,2+737,8 1517,64500,3 1818,8+913,7 0,31
energética (kcal)
Carboidratos (g) 193,7462,0 189,5+¢72,9  197,8+51,9 0,75 191,6+93,0 190,3+70,3 192,7+112,8 0,95
Carboidratos (%) 465+7.8 447483 48,2473 0,29 437+12,0  453%93  42,3+14,3 0,53
Proteinas (g) 7814482 87,9555  68,3+39,5 0,33 7924355  78,6+432,6  79,8+39,6 0,93
Proteinas (%) 17,7461 18,9457 16,5+6,4 0,35 18,7447 19,3454 18,0439 0,50
Lipidios (g) 69,8+23,9  72,8428,7  66,7+18,7 0,54 61,1433,6  53,3+18,7  68,5+42,6 0,24
Lipidios (%) 35,4+5,2 35,6+6,3 35,3+4,0 0,88 32,0¢11,1  30,3%#8,7  33,6+132 0,45
Acido félico (mcg) ~ 61,6256,3  64,1#59,4  59,1%556 0,83 7874775  647+701  92,7+84,7 0,37
Vitamina B12 (mcg)  1,3%1,9 1,0¢0,7 1,542,6 0,51 1,4+1,8 1,742.4 1,742.4 0,45

Dados apresentados em média + desvio padrdo; EUT: grupo eutrofia; EP: grupo excesso de peso; PLA: placebo; INT: intervencdo; p: comparacdo entre placebo e

interven¢cdo no mesmo grupo.
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Tabela 6 - Dados do consumo alimentar das pacientes com lUpus eritematoso sistémico antes e apds a
suplementacdo com vitamina B12 e cido félico ou placebo.

Variaveis Pré Pos p*  p**
Ingestéo
energética (kcal)
EUT INT 1666,3 (1440,1 - 1892,5) 1952,3 (1659,9 - 2244,6) 0.69 0,75
PLA 1757,2 (1409,2 - 2105,3) 2193,5 (1522,1 - 2864,9) 1,00
Ep INT 1818,8 (1341,7 - 2296,0) 1764,3 (1116,8 - 2411,8) oo 1,00
PLA 1517,6 (1256,3 - 1778,9) 1800,9 (1515,0 - 2086,8) 1,00
Carboidratos (%)
EUT INT 48,2 (44,2-52,1) 47,9 (43,1 - 52,6) 03y 100
PLA 44,7 (40,2 - 49,2) 48,6 (43,4 - 53,9) ’ 1,00
Ep INT 42,3 (35,1 - 49,5) 45,1 (40,9 - 49,3) 0.75 1,00
PLA 45,3 (40,4 - 50,1) 49,6 (45,8 - 53,4) ' 0,75
Proteinas (%)
EUT INT 16,5 (13,0 - 20,0) 15,3 (13,1 - 17,5) 0.48 1,00
PLA 18,9 (158-22,0) 15,6 (12,2 - 19,1) ’ 0,62
Ep INT 18,0 (16,0 - 20,1) 15,7 (13,3 - 18,1) 0.99 0,49
PLA 19,3 (16,5 - 22,1) 17,0 (14,7 - 19,4) ’ 0,77
Lipidios (%)
EUT INT 35,2 (33,0-37,4) 37,0 (-33,3 - 40,7) 0.77 1,00
PLA 35,6 (32,2 - 39) 36,3 (31,7 - 40,8) ’ 1,00
Ep INT 33,6 (27,0 - 40,3) 37,9 (33,3 -42,4) 0.51 0,76
PLA 30,3 (25,7 - 34,8) 32,2 (29,5 - 35,0) ’ 1,00
Vit. B12 (mcg)
INT 15(0,1-2,9) 29(1,6-42) 0,84
EUT PLA 1,0(0,6 -1,4) 6,4 (-1,4 - 14,3) 0,32 1,00
Ep INT 1,1(0,6 - 1,6) 2,1(0,7-3,5) 0.51 1,00
PLA 1,7(0,4 - 3,0) 3,6 (2,0-5,3) ’ 0,64
Acido félico
(mcg)
EUT INT 59,1 (29,0 - 89,2) 184,9 (121,4-248,5) 0,30 0,00
PLA 64,1 (32,0 - 96,3) 145,6 (84,4 - 206,9) 0,05
EP INT 92,7 (48,4 - 136,9) 112,2 (24,1 - 200,4) 0.26 1,00
PLA  64,7(28,0-101,3) 156,5 (97,4 - 215,5) ’ 0,02

Dados apresentados em medias marginais estimadas e intervalo de confianca de 95%. EUT: grupo eutrofia; EP:
grupo excesso de peso; PLA: placebo; INT: intervencdo; p*: interacdo entre grupos (PLA vs. INT); p**: interacdo
do tempo (pré vs. pos) dentro do grupo.

5.6. Nivel de atividade fisica

O nivel de atividade fisica das pacientes esta demonstrado na Figura 14. Ndo foram
observadas diferencas no tempo despendido com a préatica de atividade fisica entre os
momentos pré e pos-intervencdo nas pacientes que fizeram uso de placebo ou suplementacéo

em ambos 0S grupos.
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Figura 14 — Dados do nivel de atividade fisica das pacientes com peso adequado e excesso de peso

antes e apds a suplementacdo com vitamina B12 e acido félico ou placebo.
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EUT PLA: grupo de pacientes com peso adequado suplementadas com placebo; EUT INT: grupo de
pacientes com peso adequada suplementadas com &cido félico e vitamina B12; EP PLA: grupo de
pacientes com excesso de peso suplementadas com placebo; EP INT: grupo de pacientes com excesso

de peso suplementadas com &cido félico e vitamina B12.

5.7. Perfil metabdlico

As pacientes do grupo EUT receberam placebo apresentaram maiores concentracfes

séricas basais de adiponectina que aquelas que receberam o mix de vitaminas (Tabela 7).

Ressalta-se que nenhuma paciente apresentou deficiéncia de acido félico em ambos os grupos

no periodo pré intervencdo, ao passo que duas pacientes (7,1%) com excesso de peso

apresentaram deficiéncia de vitamina B12 na analise basal.

A Tabela 8 demonstra o efeito da intervengéo no perfil metabdlico nos grupos EUT e

EP. De maneira geral, a intervengdo ndo alterou a maioria dos parametros avaliados em ambos

0s grupos. Entretanto, a suplementacdo aumentou as concentragdes séricas de vitamina B12 e

acido folico tanto nas pacientes com peso adequado como as com excesso de peso.



Tabela 7 - Dados metabdlicos basais das pacientes com IUpus eritematoso sistémico incluidas no estudo.

EUT EP
Variaveis Total PLA INT p Total PLA INT p
(n=24) (n=12) (n=12) (n=27) (n=13) (n=14)

Glicemia (mg/dL) 80,3+7.4 80,546.9 802481 091 8348 4 84.2+10,3 828458 0,69
Coltotal (mg/dL)  149,8+333  150,3+37,7  140,3+26,4 0,16  1757+36,4 18754344 16474360 0,10
LDL-c (mg/dL) 82,9+431,5  90,74#356 7524261 024  107,0£28,9 11424292 10044281 0,22
HDL-c (mg/dL) 49,7¢11,4  49,6+14,1 498487 097  47,6+11,2 49,2+10,3 461£21 048
TG (mg/dL) 82,0£50,0  93,3+68,1 7084178 029  111,5462,0 133,0+77,2 90,6434,7 0,07
VitB12 (pg/mL) 39461423 421,8+1625 3674%1198 036 38471351  3765:1113  3924+1579 0,77
(An;'/drg:;"'co 10,742,9 11,243,0 102429 043 9.842.4 9.942.8 9.942.8 075
PCR (mg/dL) 37477 21416 514106 0,36 5.0+8.4 3,843.9 61+11,1 047
IL-2 (pg/mL) 0,4+0,4 0,6+0,5 03+0,1 0,05 1,9+43 2,044,4 1,9+43 0,97
IL-6 (pg/mL) 1,742,0 2326 10206 0,12 2,243,2 2,0+1,8 2.544,2 0,69
IL-17A (pg/mL) 0,240,6 0,4+0,8 00400 0,19 1,445,2 2.6+7,3 0,2+0,5 0,29
TNF-a (pg/mL) 9,6+5,7 10,646,9 85+43 0,39 8,3+51 8,244 4 8,3457 0,96
Leptina (pg/mL)  5663,1+4178,3 5777,3+4418,7 5548,9+4117,1 0,00 16646,9+7923,9 16653,3+8332,6 16640,9+7841,2 0,10
Adiponectina 762273755+ 1008507595+ 516039916+ .. 251382095+ 301454549+ 204886245t .
(pg/mL) 56359268,6  67933426,8 265270437 32093468,1 390491141  26856010,8

Dados apresentados em média + desvio padrdo. Col: colesterol; LDL-c: lipoproteina de baixa densidade; HDL-c: lipoproteina de alta densidade; TG: triglicérides;
Vit.: vitamina; PCR: proteina C reativa; IL: interleucina; TNF: fator de necrose tumoral; EUT: grupo eutrofia; EP: grupo excesso de peso; PLA: placebo; INT:

intervencéo; p: comparagdo entre placebo e intervengéo no mesmo grupo. Valores em negrito indicam p <0,05.
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Tabela 8 - Dados metabdlicos das pacientes com LES antes e ap6s a suplementagdo com vitamina
B12 e acido fdlico ou placebo.

Variaveis Pré Pbs p* p**
Glicemia (mg/dL)
EUT INT 80,2 (75,7 - 84,5) 77,8 (72,7 - 82,9) 0.30 1,00
PLA 80,5 (76,3-84,3) 82,9 (77,0 - 87,0) ’ 1,00
Ep INT 82,8 (79,9 - 85,7) 92,3 (87,2-97,4) 0.05 0,01
PLA  84,1(78,5-89,8) 85,1 (77,8-92,4) ’ 1,00
Colesterol total (mg/dL)
EUT INT 140,2 (125,9 - 154,5)  148,1 (132,0 - 164,2) 017 0,03
PLA 159,3(138,9-179,7) 160,5(143,4-177,6) 1,00
Ep INT  164,7(146,6-182,9)  162,2(149,7-1756) .o 1,00
PLA 187,5(169,6 - 205,5) 194,9 (176,7 - 213,2) ’ 0,92
LDL-c (mg/dL)
EUT INT 75,2 (61,0 - 89,3) 82,1 (66,4 - 97,7) 0.49 0,09
PLA 90,7 (71,4 - 109,9) 94,0 (78,4 - 109,7) ' 1,00
Ep INT  100,4 (86,2 - 114,6) 98,6 (86,1 - 111,1) 0.10 1,00
PLA 114,1(98,9-129,4) 121,4(104,5-138,4) ’ 0,34
HDL-c (mg/dL)
EUT INT 49,7 (45,0 - 54,4) 51,6 (46,8 - 56,4) 0.24 0,56
PLA 49,6 (42,0-57,2) 47,4 (44,1 -50,7) ’ 1,00
Ep INT 46,1 (39,9 -52,2) 42,8 (38,1 - 47,6) 0.21 1,00
PLA 49,1 (43,8-54,5) 51,2 (45,0 - 57,4) ’ 1,00
Triglicérides (mg/dL)
EUT INT 70,7 (61,1 - 80,4) 64,1 (57,0 - 71,3) 0.64 1,00
PLA  93,3(56,4 - 130,2) 78,5 (65,3 - 91,7) ’ 1,00
Ep INT 90,6 (73,1 - 108,2) 107,6 (90,4 - 124,9) 0.20 0,36
PLA 133,9 (93,6 -174,2) 126,5 (90,1 - 162,9) ’ 1,00
Vitamina B12 (pg/mL)
INT 1292,8 (10425 -
EUT 367,4 (302,5 - 432,3) 1543,2) 0,00 0,00
PLA 421,8(333,8-509,8) 393,1(319,6 - 466,6) 1,00
INT 1394,2 (1171,3 -
EP 392,4 (312,7 - 472,1) 1617,0) 0,00 0,00
PLA 376,5(318,3-434,6) 411,1(334,0-488,3) 1,00
Acido félico (ng/mL)
INT 11,0 (8,9-13,1) 17,3 (15,6 - 18,9) 0,00
EUT PLA 11,9 (9.8 - 14,0) 10184-11.9) 290 q79
Ep INT 9,5 (7,9 -11,1) 137(103-17,1) 4,9 000
PLA 9,6 (8,5-10,7) 9,9 (9,2 - 10,6) ’ 1,00
PCR (mg/dL)
INT 5,1(-0,65 - 10,8) 50(-1,12 - 111) 1,00
EUT PLA 2,1(1,3-2)9) 2,1(1,1-3,0) 0.91 1,00
Ep INT 6,1 (0,5-11,7) 8,4 (-1,3-18,2) 03 100
PLA 3,8(1,7-5,8) 14,3 (-1,6 - 30,2) ’ 1,00
IL-2 (pg/mL)
EUT INT 0,28 (0,22 - 0,34) 0,23 (0,17 - 0,29) 0.42 0,36
PLA  0,61(0,33-0,90) 0,38 (0,70 - 0,68) ’ 0,06



ep INT 1,89 (-03-4,1) 117008-23)  ;,y 100
PLA  1,9(-04-43) 1,9 (-0,29 - 4,2) “d 100
IL-6 (pg/mL)
INT  1,1(0.73-1,52) 1,3 (0,65 - 1,86) 1,00
EUT PLA  2,3(0,90-3,68) 17018-32) 90 100
p INT  25(04-46) 15(0,8-2.1) 013 100
PLA  20(L0-29) 25 (0,9 - 4.1) 3 100
IL-17A (pg/mL)
Ut INT  004(001-006)  002(0003-003) .. 100
PLA 036 (-007-0,79 0,12 (-0,002-025) > 1,00
p INT  18(L1-48) 25(19-70)  5q 100
PLA  24(13-62) 22(-08-5.2) 9 100
TNF-a (pg/mL)
INT  85(6,2-10,3) 73(5,4-9.1) 0,51
EUT PLA 106 (6,8 - 14.4) 02(68-117) % 100
o INT  83(54-112) 74(48-100) o 013
PLA  83(59-10,5) 8.9 (6.1-11.7) 19 100
Leptina (pg/mL)
5548,9 (3318,6 - 5324,5 (3507.6 -
INT 7779.2) 7141,4) 1,00
EUT 5777,2 (3383.6 - 40845 (14769 - O34
PLA 8170,9) 6692,1) 1,00
16640,8 (126829 - 20354,6 (6941,6 -
EP INT 20598,8) 33767.6) 0p 100
16653,3 (12301,4 - 16773,8 (19764,7-
PLA 210005,2) 22783,0) 1,00
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Dados apresentados em medias marginais estimadas e intervalo de confianca de 95%. LDL-c: lipoproteina de
baixa densidade; HDL-c: lipoproteina de alta densidade; PCR: proteina C reativa; IL: interleucina; TNF: fator de
necrose tumoral; EUT: grupo eutrofia; EP: grupo excesso de peso; PLA: placebo; INT: intervencdo. p*: interagdo
entre grupos (PLA vs. INT); p**: interacdo do tempo (pré vs. p6s) dentro do grupo. Valores em negrito indicam

p <0,05.

5.8. Metilacdo do DNA no tecido adiposo

5.8.1. Grupo EUT

A comparacgdo do perfil de metilacio do DNA das pacientes do grupo EUT que
receberam placebo revelou 457 CpGs diferentemente metiladas (CpGDMs), estando estas
localizados em 379 genes (Figura 15). A maioria dessas CpGDMs encontrava-se em ilhas

CpGs (Figura 16A) e no corpo do gene (Figura 16B).
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Figura 15 - Heatmap das CpGs diferentemente metiladas ap6s uso de placebo entre pacientes com
IUpus eritematoso sistémico e peso adequado.
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Figura 16 — Distribuicdo das CpGs diferentemente metiladas apds uso de placebo entre pacientes com
IUpus eritematoso sistémico e peso adequado ao longo do gene.
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A: Regibes génicas dos sitios CpG do grupo EUT placebo comparando os periodos pré e pés-
intervencdo; B: Distribuicdo genémica de locais CpG do grupo EUT placebo comparando os
periodos pré e pos-intervencdo. n.a.: nimero absoluto.
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Observou-se que 28,4% das CpGDMs encontravam-se na regido promotora de genes.
Desta, 69 CpGs estavam hipermetiladas em pacientes no periodo pos-intervencéo, sendo que a
variacdo foi de 5,7 a 30,5%. Tais CpGDMs foram relacionadas a 73 genes conhecidos. Por
outro lado, observou-se 61 CpGs hipometiladas no periodo pés-intervencao (relacionadas a 63
genes conhecidos) e a variacdo foi de 5,5 a 28,4%.

A Tabela 9 mostra as 20 principais CpGDMs em regides promotoras de genes entre
pacientes com peso adequado ap6s uso de placebo. As diferencas mais significativas
observadas foram para 0s genes NRCAM e CCDC64B (A>28%).

Dentre as CpGDMs hipermetiladas, 23 genes foram anotados para as categorias
funcionais selecionadas e na lista de referéncias, sendo assim utilizados para a analise de
enriquecimento (Tabela 10).

Dentre as CpGs hipometiladas nas pacientes, 16 genes foram anotados para as
categorias funcionais selecionadas e na lista de referéncias, sendo assim utilizados para a

analise de enriquecimento (Tabela 11).



de placebo.
CpG PI\:Iéetlla(;ao do DI\FI,'?)‘S A Gene Posic¢do no gene
Hipermetiladas ap6s uso de placebo
€g23836155 0,31+014 0,62+0,19 0,30 NRCAM;NRCAM;NRCAM;NRCAM 5UTR;5'UTR;5'UTR;5'UTR
cg09345121 0,51+0,14 0,75+0,08 0,25 ZNF584 TSS1500
cg03742937 0,43+0,12 0,65+0,06 0,22 LRP5;LRP5 5'UTR;Body
€g26212328 0,23+0,10 0,44+0,09 0,21 SLC38A2 TSS1500
cg12629515 0,46+0,09 0,66+0,13 0,20 HIST1H3J;HIST1IH2BO TSS1500;TSS1500
cg18306226 0,51+0,09 0,71+0,05 0,20 CCDC9 5'UTR
cg01440371 0,41+0,08 0,61+0,12 0,20 FGGY;FGGY;FGGY;FGGY;FGGY 5'UTR;Body;Body;Body;Body
€g20901032 0,57+0,11 0,760,05 0,19 CSNK1AlL TSS1500
cg04250765 0,52+0,09 0,71+0,10 0,19 ARMC3;ARMC3;ARMC3;ARMC3 5'UTR;Body;Body;Body
cg00421164 0,53+0,09 0,72+0,08 0,18 RREB1;RREB1;RREB1;RREB1 5'UTR;5'UTR;5'UTR;5'UTR
Hipometiladas ap6s uso de placebo
cg06606091 0,61+0,12 0,33+0,21 0,28 LOC100128770;CCDC64B TSS200;Body
cg06152276 0,71+0,14 0,43+0,07 0,28 NAA60;NAA60;NAAGO 5'UTR;5'UTR;5'UTR
cg07647036 0,64+0,11 0,36+0,17 0,27 HDAC11-AS1;HDAC11;HDAC11 TSS1500;5'UTR;Body
cg00437411 0,61+0,11 0,36+0,12 0,25 GCNT3 TSS200
cg06268956 0,58+0,12 0,36+0,10 0,22 TSSC4 TSS1500
RCAN3;RCAN3;RCAN3;RCAN3;R - _ _ _ _
cg20712532  0,65+0,11 0445011 021  CAN;RCAN3RCAN3;RCAN3; ! d@%ﬂy‘?éﬁ%‘)’/@%‘i@%ﬁ?’B
RCAN3;RCAN3 ’ ’ ’ ’
cg03703171 0,63+0,07 0,42+0,04 0,21 ILIRN;ILIRN;IL1IRN TSS1500;TSS1500;TSS1500
€g24407546 0,69+0,09 0,48+0,16 0,21 TMCC2;TMCC2;TMCC2;TMCC2 TSS200;Body;Body;Body
cgl11222053 0,77+0,0 0,56+0,16 0,21 ITGA3;ITGA3 TSS1500; TSS1500
€g24983135 0,47+0,12 0,26+0,04 0,21 LINCO01525 TSS1500

Dados apresentados em média + desvio padrdo; A: diferenca entre pré e pds; p: valor de significancia estabelecido em p<0,001.
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Tabela 9 -Top 20 principais CpGs em regifes promotoras diferentemente metiladas em pacientes com IUpus eritematoso sistémico e peso adequado ap6s uso
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Tabela 10 - Vias metabdlicas relacionadas aos genes hipermetilados em pacientes com IUpus
eritematoso sistémico e peso adequado apds uso de placebo.

KEEG Via Metabdlica Razédo de enriquecimento
hsa00533 Biossintese de glicosaminoglicanos 23,2
hsa00603 Biossintese de glicoesfingolipidos 21,6
hsa04974 Digestdo e absorc¢do de proteinas 10,8
hsa05322 LUpus eritematoso sistémico 4,9
hsa04310 Via de sinalizacdo Wnt 4,4
hsa05224 Cancer de mama 4.4
hsa05226 Cancer gastrico 4,3
hsa05200 Vias de sinalizagéo de cancer 2,4

KEEG: Enciclopédia de Kyoto de Genes e Genomas.

Tabela 11 - Vias metabdlicas relacionadas aos genes hipometilados em pacientes com Ipus
eritematoso sistémico e peso adequado ap6s uso de placebo.

KEEG Via Metabdlica Razéo de enriquecimento
hsa00061 Biossintese de acidos graxos 35,9
hsa05150 Infeccéo por Staphylococcus aureus 16,7
hsa05221 Leucemia miel6ide aguda 14,1
hsa05412 Cardiomiopatia arrit_mqgénica do ventriculo 13.0

direito
hsa05140 Leishmaniose 12,6
hsa05322 LUpus eritematoso sistémico 7,0
hsa04310 Via de sinalizacdo Wnt 6,4
hsa04145 Fagossomo 6,1
hsa05152 Tuberculose 5,2
hsa05165 Infeccdo por papilomavirus humano 4,1

KEEG: Enciclopédia de Kyoto de Genes e Genomas.

A comparacdo do perfil de metilacgio do DNA das pacientes do grupo EUT que
receberam suplementacdo revelou 418 CpGDMs, localizadas em 300 genes (Figura 17). A

maioria se encontrava na regido N-shore (Figura 18A) e no corpo do gene (Figura 18B).
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Figura 17 - Heatmap das CpGs diferentemente metiladas apds suplementacdo com vitamina B12 e
acido félico entre pacientes com llpus eritematoso sistémico e peso adequado.
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Figura 18 - Distribui¢do das CpGs diferentemente metiladas apds suplementagdo com vitamina B12 e
acido folico entre pacientes com lUpus eritematoso sistémico e peso adequado ao longo do gene.
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A: Regibes génicas dos sitios CpG do grupo EUT intervencdo comparando os periodos pré e
pos; B: Distribuicdo gendmica de locais CpG do grupo EUT intervengdo comparando os
periodos pré e pés. n.a.: nimero absoluto.
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Observou-se que 24,4% das CpGDMs encontravam-se na regido promotora de genes.
Desta, 47 CpGs estavam hipermetiladas apos a suplementacédo, sendo que a variacao foi de 5 a
23%. Tais CpGDMs foram relacionadas a 53 genes conhecidos. Por outro lado, observou-se
55 CpGs hipometiladas no periodo pds suplementacao (relacionadas a 64 genes conhecidos),
cuja variacdo foi de 6 a 18,4%.

A Tabela 12 mostra as 20 principais CoGDMs em regides promotoras de genes entre
pacientes com peso adequado ap6s uso do suplemento. As diferencas mais significativas
observadas foram para 0s genes C220rf25 e REXO1 (A>18%).

Dentre as CpGs hipermetiladas, 15 genes foram anotados para as categorias funcionais
selecionadas e na lista de referéncias, sendo assim utilizados para a analise de enriquecimento
(Tabela 13).

Dentre as CpGs hipometiladas nas pacientes, 19 genes foram anotados para as
categorias funcionais selecionadas e na lista de referéncias, sendo assim utilizados para a

analise de enriquecimento (Tabela 14).



79

Tabela 12 - Top 20 principais CpGs em regides promotoras diferentemente metiladas em pacientes com IUpus eritematoso sistémico e peso adequado ap6s
suplementacdo com vitamina B12 e 4cido félico.

Metilcdo do DNA

CpG Pré Pos A Gene Posicao no gene
Hipermetiladas ap6s uso de suplemento

cg00504285 0,53+0,13 0,76+0,11 0,23 C220rf25;MIR185 5'UTR;TSS1500
GFM2;GFM2;GFM2;GFM2;N 5'UTR;5'UTR;5'UTR;5'UTR;TSS15

cg08889811 0,48+0,141 0,69+0,06 0,21  SA2;NSA2;NSA2;GFM2 00;TSS1500;TSS1500;Body

€g24018814 0,51+0,2 0,68+0,10 0,17 GOLGA3 3UTR

€g26863600 0,15+0,08 0,32+0,14 0,16 GNG7 5UTR

€g05205670 0,17+0,08 0,33+0,12 0,16 VWDE TSS200
HOPX;HOPX;HOPX;HOPX;

cg04754315 0,23+0,10 0,40+0,09 0,16 HOPX 5'UTR;Body;Body; TSS200;TSS200
SUPT7L;SUPT7L;SUPT7L;S TSS1500;TSS1500;TSS1500;TSS15

cg11101798 0,55+0,09 0,71+0,09 0,16 UPT7L;SUPT7L;SLC4A1AP 00;TSS1500;Body

€g22064136 0,54+0,11 0,69+0,06 0,15 TGM5; TGM5 TSS200;TSS200

cg05744452 0,57+0,10 0,73+0,09 0,15 XKR5;XKR5 3JUTR;3'UTR

cg01820192 0,29+0,09 0,45+0,10 0,15 C2lorfl25 TSS200

Hipometiladas apds uso de suplemento

cg13981214 0,750,07 0,57+0,07 0,18 REXO1 TSS1500
UBE2J2;UBE2J2;UBE2J2;UB

cg07269843 0,61+0,12 0,43+0,08 0,18 E2J2 5'UTR;5'UTR;Body;Body

cg03029371 0,62+0,12 0,44+0,09 0,18 SLCO4A1 5UTR
PAFAH1B3;PAFAH1B3;PAF

€g22535754 0,52+0,07 0,35+0,11 0,17 AH1B3;PRR19 TSS1500;TSS1500;TSS1500;5'UTR

€g21768809 0,55+0,09 0,39+0,12 0,17 MOGAT1 TSS1500

cg07131540 0,750,08 0,58+0,13 0,17 SOLH 5UTR

€g24767968 0,44+0,10 0,28+0,07 0,16 HOXB3 TSS200

cg08379517 0,78+0,07 0,62+0,12 0,16 LRRC25 TSS1500

cg01938476 0,65+0,10 0,49+0,08 0,16 SCARNA12;PHB2;PHB2 TSS200;Body;Body

C8orf49;GATA4;GATAY;
cgl18279757 0,43+0,09 0,27+0,11 0,16 GATA4 TSS1500;3'UTR;3'UTR;3'UTR
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Tabela 13 - Vias metabdlicas relacionadas aos genes hipermetilados em pacientes com IUpus
eritematoso sistémico e peso adequado apds suplementacdo com vitamina B12 e acido félico.

KEEG Via Metabdlica Razdo de enriquecimento
hsa00053 Metabolismo de ascorbato e aldarato 36,9
hsa00040 Interconversdes de pentose e glucuronato 29,3
hsa00860 Metabolismo da porfirina 23,7
hsa05110 Infeccdo por Vibrio cholerae 19,9
hsa00140 Biossintese de hormonio esteroide 16,6
hsa00830 Metabolismo de retinol 14,9
hsa00982 Metabolismo de drogas 13,8
hsa00980 Metabolismo de xensgé%ticos pelo citocromo 13.1
hsa05204 Carcinogénese quimica 12,1

KEEG: Enciclopédia de Kyoto de Genes e Genomas.

Tabela 14 - Vias metabdlicas relacionadas aos genes hipometilados em pacientes com Ilpus
eritematoso sistémico e peso adequado apos suplementagdo com vitamina B12 e acido félico.

KEEG Via Metabdlica Razdo de enriquecimento
hsa00910 Metabolismo do nitrogénio 23,1
hsa00561 Metabolismo glicerolipidico 12,9
hsa05310 Asma 12,7
hsa04216 Ferroptose 9,8
hsa00565 Metabolismo de éter lipidico 8,4
hsa00330 Metabolismo de arginina e prolina 79
hsa04979 Metabolismo do colesterol 79
hsa05014 Esclerose lateral amiotrofica 7,7
hsa03460 Via da anemia de Fanconi 7,3
hsa04621 Via de sinalizagdo dos receptores tipo NOD 4,7

KEEG: Enciclopédia de Kyoto de Genes e Genomas.

A Figura 19 demonstra o diagrama de Venn realizado com a intersec¢&o dos conjuntos
de CpGDMs nas pacientes com peso adequado que receberam placebo ou suplementacédo com
mix de vitaminas. Observou-se que apenas duas CpGs (cg22529822 e c¢g27057071) foram
comuns entre ambas as comparacdes, evidenciando uma modificacao no perfil de metilacao do

DNA diferente com placebo ou suplementacao.
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Figura 19 - Diagrama de Venn das CpGs diferentemente metiladas apds uso de placebo ou
suplementagdo com vitamina B12 e acido fdlico entre pacientes com lUpus eritematoso sistémico e
peso adequado.

PLA INT
100 2 128
43.,5% 0,9% 55.7%

PLA: placebo; INT: intervencéo.

5.8.2 Grupo EP

A comparacao do perfil de metilacdo do DNA das pacientes do grupo EP que receberam
placebo revelou 451 CpGs CpGDMs, estando estas localizadas em 321 genes (Figura 20). A
maioria dessas CpGDMs encontrava-se na regido N-shore (Figura 21A) e no corpo do gene
(Figura 21B).
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Figura 20 - Heatmap das CpGs diferentemente metiladas apds uso de placebo entre pacientes com

[Upus eritematoso sistémico e excesso de peso.
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Figura 21 - Distribuicdo das CpGs diferentemente metiladas ap6s uso de placebo entre pacientes com
lGpus eritematoso sistémico e excesso de peso ao longo do gene.
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A: Regides génicas dos sitios CpG do grupo EP placebo comparando os periodos pré e
pos-intervencao; B: Distribuicdo gendmica de locais CpG do grupo EP placebo
comparando os periodos pré e pés-intervencao. n.a.: nimero absoluto.
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Observou-se que 22,6% das CpGDMs encontravam-se na regido promotora de genes.
Desta, 49 CpGs estavam hipermetiladas em pacientes no periodo pds-intervencéo, sendo que a
variacdo foi de 5 a 17%. Tais CpGDMs foram relacionadas a 55 genes conhecidos. Por outro
lado, observou-se 53 CpGs hipometiladas no periodo pos-intervencdo (relacionadas a 55 genes
conhecidos) e a variagdo foi de 5 a 17%.

A Tabela 15 mostra as 20 principais CoGDMs em regides promotoras de genes entre
pacientes com excesso de peso apos uso de placebo. As diferengas mais significativas
observadas foram para 0s genes KIAA0182 e LINC01280 (A=17%).

Dentre as CpGDMs hipermetiladas, 15 genes foram anotados para as categorias
funcionais selecionadas e na lista de referéncias, sendo assim utilizados para a analise de
enriquecimento (Tabela 16).

Dentre as CpGDMs hipometiladas, 18 genes foram anotados para as categorias
funcionais selecionadas e na lista de referéncias, sendo assim utilizados para a analise de

enriquecimento (Tabela 17).



Tabela 15 - Top 20 principais CpGs em regides promotoras diferentemente metiladas em pacientes com IUpus eritematoso sistémico e excesso de peso apas

uso de placebo.

Metilacdo do DNA

CpG Pré PGS A Gene Posicdo no gene
Hipermetiladas ap6s uso de placebo
cg08114245 0,76+0,06 0,66+0,09 0,11 KCNJ11;KCNJ11 1stExon;Body
cg16760049 0,76+0,06 0,65+0,11 0,11 PICKZ1;PICK1;PICK1 TSS1500;TSS1500; TSS1500
cg01307483 0,60+0,08 0,49+0,06 0,11 NRF1 5UTR
cgl17039519 0,52+0,07 0,41+0,07 0,12 ERBB2IP;ERBB2IP 5UTR;5'UTR
cg10749808 0,43+0,06 0,32+0,06 0,12 TMEM30B; TMEM30B 1stExon;3'UTR
cgl19547187 0,58+0,09 0,46+0,08 0,12 MECR;MECR TSS1500;TSS1500
cg00007675 0,61+0,05 0,49+0,11 0,12 LOC728024;ERLIN2 TSS1500;Body
cg05355216 0,46+0,08 0,34+0,04 0,12 FLT3;FLT3 TSS1500;TSS1500
cgl18247691 0,73+0,08 0,58+0,12 0,15 CDHZS’S%}?S’HC%HZ&C TSS1500;TSS1500;Body;Body;Body
cg09743650 0,59+0,11 0,42+0,09 0,17 KIAA0182;KIAA0182 5'UTR;Body
Hipometiladas ap6s uso de placebo
cg09162385 0,40+0,09 0,57+0,12 0,17 LINC01280 TSS1500
cg03134000 0,54+0,08 0,69+0,11 0,15 FLIL;FLIL;FLIL;FLIL 5UTR;5'UTR;5'UTR;Body
cg13858481 0,63+0,10 0,77+0,09 0,14 TSHZ2;TSHZ2 TSS200;Body
€g27245649 0,30+0,10 0,43+0,09 0,13 DGKH TSS1500

B3GAT3;B3GAT3;B3GAT TSS1500;TSS1500;TSS1500;TSS1500;T
cg06558326 0,53+0,08 0,65+0,08 0,12 3:B3GAT3:B3GAT3 $S1500
cg16082253 0,50+0,06 0,62+0,07 0,12 DNHD1;DNHD1 TSS1500;TSS1500
€g13121780 0,58+0,08 0,70+0,05 0,12 MOCSl’l:\AA%%SSi’MOCSL 1stExon;5'UTR;Body;Body
ZNF331;ZNF331;ZNF331; TSS1500;TSS1500;5UTR;5'UTR;5'UTR;

cgl7223707 0,16+0,08 0,28+0,10 0,11 ZNF331:ZNF331:ZNF331 SUTR:5UTR
cg05018300 0,69+0,08 0,79+0,04 0,10 MICAL3 5UTR
cg04651166 0,64+0,07 0,57+0,08 0,10 PSATL1;PSATI1 TSS1500;TSS1500

Dados apresentados em média + desvio padréo.; A: diferenca entre pré e pés; p: valor de significancia estabelecido em p<0,001.
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Tabela 16 - Vias metabdlicas relacionadas aos genes hipermetilados em pacientes com IUpus
eritematoso sistémico e excesso de peso adequado apds uso de placebo.

KEEG Via Metabdlica Razdo de enriquecimento
hsa00360 Metabolismo da fenilalanina 29,3
hsa04930 Diabetes mellitus tipo 11 21,6
hsa00340 Metabolismo da histidina 21,6
hsa05221 Leucemia mieloide aguda 15,1
hsa05031 Dependéncia de anfetaminas 14,6
hsa00982 Metabolismo de drogas 13,8
hsa04911 Secrecdo de insulina 11,7
hsa04640 Linhagem de células hematopoiéticas 10,3
hsa0472 Sinalizac@o endocanabinoide retrograda 6,7
hsa05202 Desregulacéo transcricional no cancer 5,35

KEEG: Enciclopédia de Kyoto de Genes e Genomas.

Tabela 17 - Vias metabdlicas relacionadas aos genes hipometilados em pacientes com lUpus
eritematoso sistémico e excesso de peso adequado ap6s uso de placebo.

KEEG Via Metabdlica Razé&o de enriquecimento
hsa00750 Metabolismo da vitamina B6 69,1
hsa00061 Biossintese de acidos graxos 31,9
hsa00532 Biossintese de glicosaminoglicanos 20,7
hsa04975 Digestdo e absorcao de gordura 20,2
hsa0056 Metabolismo glicerolipidico 13,6
hsa00564 Metabolismo glicerofosfolipidico 12,8
hsa04974 Digestdo e absorcédo de proteinas 9,2
hsa04972 Secrecdo pancreatica 8,6
hsa04072 Via de sinalizacdo da fosfolipase D 5,7
hsa01100 Vias metabdlicas 2,2

KEEG: Enciclopédia de Kyoto de Genes e Genomas.

A comparacao do perfil de metilacdo do DNA das pacientes do grupo EP que receberam
suplementacdo revelou 657 CpGs CpGDMs, estando estas localizadas em 453 genes (Figura
22). A maioria dessas CpGDMs encontrava-se na regidao N-shore (Figura 23A) e no corpo do
gene (Figura 23B).


http://www.kegg.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa00360+218
http://www.kegg.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04930+3767+775
http://www.kegg.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa00340+218
http://www.kegg.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa05031+5173+775
http://www.kegg.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa00982+218+2328
http://www.kegg.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa05202+1437+2322
http://www.kegg.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa00750+29968
http://www.kegg.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa00061+2180
http://www.kegg.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa00532+26229
http://www.kegg.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04975+10555+5320
http://www.kegg.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04972+1357+5320
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Figura 22 - Heatmap das CpGs diferentemente metiladas apds suplementag¢do com vitamina B12 e

acido félico entre pacientes com llpus eritematoso sistémico e excesso de peso.
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Figura 23 - Distribui¢do das CpGs diferentemente metiladas apds suplementa¢édo com

vitamina B12 e acido félico entre pacientes com lUpus eritematoso sistémico e excesso de peso ao

longo do gene.
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A: Regibes génicas dos sitios CpG do grupo EP intervencdo comparando os periodos pré e pos;
B: Distribuicdo gendmica de locais CpG do grupo EP intervencdo comparando os periodos pré e

pos. n.a.: nimero absoluto.
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Observou-se que 18,7% das CpGDMs encontravam-se na regido promotora de genes.
Desta, 64 CpGs estavam hipermetiladas em pacientes no periodo pos-intervencédo, sendo que a
variacdo foi de 5 a 18%. Tais CpGDMs foram relacionadas a 70 genes conhecidos. Por outro
lado, observou-se 59 CpGs hipometiladas no periodo pos-intervencdo (relacionadas a 62 genes
conhecidos) e a variagdo foi de 5 a 15%.

A Tabela 18 mostra as 20 principais CoGDMs em regides promotoras de genes entre
pacientes com excesso de peso apds suplementacdo. As diferencas mais significativas
observadas foram para os genes FARP1 e GPR4 (A>15%).

Dentre as CpGDMs hipermetiladas, 29 genes foram anotados para as categorias
funcionais selecionadas e na lista de referéncias, sendo assim utilizados para a analise de
enriquecimento (Tabela 19).

Dentre as CpGDMs hipometiladas, 14 genes foram anotados para as categorias
funcionais selecionadas e na lista de referéncias, sendo assim utilizados para a analise de

enriquecimento (Tabela 20).
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Tabela 18 - Top 20 principais CpGs em regides promotoras diferentemente metiladas em pacientes com IUpus eritematoso sistémico e excesso de peso apos
suplementacdo com vitamina B12 e 4cido fdlico.

Metilacdo do DNA A Gene Posicédo no gene
CpG - -

Pre POGs
Hipermetiladas apds uso de suplemento
cg02589949 0,59+0,07 0,48+0,09 0,12 RPL13AP20 TSS1500
cg06815865 0,73+0,05 0,60+0,13 0,12 NT5C3A;NT5C3A TSS1500;TSS1500
cg03400731 0,69+0,05 0,55+0,15 0,14 C170rf85;C170rf85 5'UTR;Body
cg13726962 0,85+0,07 0,71+0,14 0,14 TSPYL6;ACYP2;TSPYL6 1stExon;Body;5'UTR
cg00431289 0,68+0,06 0,54+0,15 0,14 RIBC1;RIBC1;RIBC1 5UTR;5'UTR;5'UTR

BLCAP;BLCAP;BLCAP;BL 5UTR;5UTR;5'UTR;5'UTR;TSS1500;
cg16648571 063£0,07 0482010 015 AP NNAT;NNAT;BLCAP TSS1500;5'UTR
cg11106060 0,54+0,11 0,39+0,10 0,15 TRPV1;TRPV1;TRPV1 TSS1500;5'UTR;TSS200
cg07568822 0,76+0,06 0,60+0,15 0,16 CYFIP1;,CYFIP1 5UTR;5'UTR
cg02306236 0,57+0,09 0,40+0,13 0,16 PITPNM2;PITPNM2 5UTR;5'UTR
cg01725864 0,81+0,05 0,63+0,12 0,18 FARP1;RNF113B;FARP1 5'UTR;TSS200;5'UTR
Hipometiladas ap6s uso de suplemento
cg14185229 0,40+0,06 0,55+0,13 0,15 GPR4 5UTR
cg03688884 0,40+0,09 0,55+0,14 0,15 LOC100506258;SYT9 TSS1500;Body
cg03660010 0,53+0,08 0,67+0,08 0,14 SLAIN2 TSS1500
cg17890940 0,45+0,10 0,58+0,09 0,14 ELFN1 5UTR
€g26840970 0,67+0,07 0,80+0,05 0,13 ZNF19 TSS200
€g02034222 0,61+0,05 0,73£0,08 0,12 DQX1;DQX1 1stExon;5'UTR
¢g01207474 0236005 0352013 012 CONVCCNEELNYICORY: sy TRisUTR5UTR Body:Body
€g25739760 0,41+0,05 0,53+0,12 0,12 PRICKLE2-AS3;PRICKLE2 TSS1500;Body
ZBTB20;ZBTB20;ZBTB20;Z _, - - - - -
cg10995873 048+008  059+0,08 012 BTB20;ZBTB20:zBTB20;zB ° O R0 UTRISUTRIOUTRISUTRIS
TB20 UTR;TSS200

cg27405706 0,43+0,08 0,55+0,09 0,11 TFF1 TSS200

Dados apresentados em média + desvio padréo.; A: diferenca entre pré e pos; p: valor de significancia estabelecido em p<0,001.
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Tabela 19 - Vias metabdlicas relacionadas aos genes hipermetilados em pacientes com IUpus
eritematoso sistémico e excesso de peso apds suplementacdo com vitamina B12 e acido félico.

KEEG Via Metabdlica Razdo de enriquecimento
hsa04964 Recuperacéo de bicarbonato do tdbulo proximal 22,4
hsa00620 Metabolismo do piruvato 13,2
hsa04976 Secrecao biliar 7,2
hsa04911 Secrecdo de insulina 6,1
hsa04970 Secrecdo de saliva 5,7
hsa04974 Digestdo e absorcao de proteinas 5,7
hsa04972 Secrecdo pancreatica 54
hsa00240 Metabolismo da pirimidina 51
hsa04922 Via de sinalizacdo do glucagon 5,0
hsa04668 Via de sinalizagdo TNF 4,7

KEEG: Enciclopédia de Kyoto de Genes e Genomas.

Tabela 20 - Vias metabdlicas relacionadas aos genes hipometilados em pacientes com lUpus
eritematoso sistémico e excesso de peso apos suplementagdo com vitamina B12 e acido félico.

KEEG Via Metabdlica Razdo de enriquecimento
hsa00450 Metabolismo do selenocomposto 31,4
hsa04966 Secrec¢do acida do ducto 19,7
hsa00630 Metabolismo de glioxilato e dicarboxilato 17,8
hsa00562 Metabolismo de fosfato de inositol 14,4
hsa00260 Metabolismo de glicina, serina e treonina 13,3
hsa00380 Metabolismo do triptofano 13,3
hsa04070 Sistema de sinalizacdo de fosfatidilinositol 10,8
hsa00190 Fosforilacdo oxidativa 8,0
hsa04971 Secrecdo de acido gastrico 7,1
hsa04530 Juncdo aderente 6,3

KEEG: Enciclopédia de Kyoto de Genes e Genomas.

A Figura 24 demonstra o diagrama de Venn realizado com a intersec¢éo dos conjuntos
de CpGDMs nas pacientes com excesso de peso que receberam placebo ou suplementagdo com
mix de vitaminas. Observou-se que apenas duas CpGs (cg06381088 e cg01725864) foram
comuns entre ambas as comparagdes, evidenciando uma modificagao no perfil de metilagdo do

DNA diferente com placebo ou suplementacao.


http://www.kegg.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa00620+5105+98
http://www.kegg.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04976+3781+486
http://www.kegg.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04911+3781+486
http://www.kegg.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04970+486+491
http://www.kegg.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04972+486+491
http://www.kegg.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa00240+51251+5425
http://www.kegg.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa00450+11185
http://www.kegg.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04966+496
http://www.kegg.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa00630+2653
http://www.kegg.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04070+3631+8821
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Figura 24 - Diagrama de Venn das CpGs diferentemente metiladas apds uso de placebo ou
suplementagdo com vitamina B12 e acido fdlico entre pacientes com lUpus eritematoso sistémico e
excesso de peso.

PLA INT

100 2 121
44.8% 0,9% 54,3%

PLA: grupo placebo; INT: grupo intervencdo.

5.8.3 Comparacéo entre grupos (EUT versus EP)

A Figura 25 demonstra o diagrama de Venn realizado com a intersec¢do dos conjuntos
de CpGDMs nas pacientes com peso adequado ou excesso de peso que receberam a

suplementacdo com mix de vitaminas. Nao foi observada nenhuma CpGDM em comum.
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Figura 25 - Diagrama de Venn das CpGs diferentemente metiladas apds suplementa¢do com vitamina
B12 e 4cido fdlico entre pacientes com lUpus eritematoso sistémico e peso adequado ou excesso de

peso.
EUT EP
118 0 132
47.2% 0% 52.8%

EUT: grupo de pacientes com peso adequado; EP: grupo de pacientes
com excesso de peso.

5.9. Expressao génica no tecido adiposo

A Tabela 21 apresenta o efeito da intervencdo na expressdo dos genes alvos nos grupos
EUT e EP. A intervencédo (placebo ou suplementacdo) ndo modificou a expresséo de nenhum

dos genes avaliados em ambos 0s grupos.
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Tabela 21 — Expressao de genes alvos apés uso de placebo ou suplementagdo com vitamina B12 e
acido félico nas pacientes com lUpus eritematoso sistémico e peso adequado ou excesso de peso.

Expresséo génica

(Z-AACt) Pds p* p**
INT 3,6 (-05-7,7) 1,00

DNMT1 EUT  pLa 5,9 (-2,4 - 14,2) 062 100
INT 3,1(0,4-5,8) 0,78

EP PLA 2,0 (0,6 - 3,5) 051 g4

INT 1,1(0,3-1,8) 1,00

STAT3 BEUT  pa 0,73 (0,4 - 1,1) 050 ¢'72
INT 1,4 (0,3 - 2,6) 1,00

EP PLA 0,8(0,5-1,1) 031 100

INT 3,1(0,3-5,9) 0,88

LEP BUT  pa 0,9 (03 - 1,4) 013 100
INT 5,5 (-0,4 - 11,5) 0,83

EP pLa 41(09-72) 068 g3

EUT  INT 1,5(0,3-2,8) 010  L0O

PLA 3,2(1,6-4,8) ’ 0,03

TNE-a EP INT 0,6 (0,07 - 1,0) 0.62 0,47
PLA 0,8(0,1-1,4) ’ 1,00

EUT  INT 3,2(0,7-5,8) 0og 051

PLA 0,9 (0,6 -1,2) ’ 1,00

IL-6 EP INT 0,8(0,3-1,3) 0.39 1,00
PLA 1,5 (0,09 - 2,8) ! 1,00

EUT  INT 2,1(0,5-37) 099 100

PLA 2,1(0,2-3,9) ’ 1,00

MTHFR EP INT 2,2 (-0,4 - 4,9) 027 1,00
PLA 0,7(0,2-1,2) ’ 1,00

Dados apresentados em médias marginais estimadas e intervalo de confianca de 95%. DNMT1: DNA
metiltransferase; STAT3: transdutor de sinal e ativador de transcricdo 3; TNF: fator de necrose tumoral; IL-6:
interleucina 6; MTHFR: metilenotetrahidrofolato redutase; LEP: leptina; EUT: grupo eutrofia; EP: grupo excesso
de peso; PLA: placebo; INT: intervencédo; p*: interagdo entre grupos (PLA vs. INT); p**: interacdo do tempo (pré
vs. p6s) dentro do grupo. Valores do momento pré correspondente a 1.
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6. DISCUSSAO

A0 nosso conhecimento este € o primeiro estudo a testar o efeito de uma suplementacao
com nutrientes doadores de grupo metil no perfil de metilagdo do DNA de tecido adiposo em
pacientes com LES em diferentes estados nutricionais. Apos trés meses, observou-se que a
suplementacdo de &cido folico e vitamina B12 promoveu mudancas nos niveis de metilacao do
DNA de pacientes com LES, entretanto, o efeito da suplementacéo foi diferente entre aquelas
com peso adequado ou com excesso de peso. Apesar das mudancas no perfil de metilacdo do
DNA, nédo foram observadas alteracdes da expressdo génica e das concentracfes séricas de
adipocinas e marcadores inflamatorios.

E importante destacar que foi possivel selecionar grupos bem homogéneos em relacéo
a caracteristicas sociodemograficas, clinicas, antropométricas, de composicdo corporal e
bioguimicas, ou seja, a maioria dos dados basais das pacientes que receberam placebo foi
semelhante aos daquelas que receberam suplemento, tanto para o grupo EUT como para o
grupo EP. A diferenca de idade encontrada entre as pacientes do grupo EUT que receberam
placebo ou suplementacao talvez possa ser considerada uma limitagédo do estudo, sobretudo em
termos de epigenética; entretanto, considerando que todas as pacientes incluidas estavam em
idade fértil, acredita-se que a diferenca encontrada ndo tenha tido um impacto relevante nos
nossos achados. Além disso, as concentracdes séricas de adiponectina nas pacientes com peso
adequado que receberam placebo eram maiores daquelas que receberam suplementacéo.
Apesar da adiponectina ser secretada pelo tecido adiposo?!, nio foram observadas diferencas
no percentual de massa gorda entre as pacientes do grupo EUT que receberam as diferentes
intervencoes.

Curiosamente, nossos resultados revelaram um percentual de gordura elevado entre as
pacientes do grupo EUT (31,6+4,2%). Nesse sentido, parece que o LES estéd indiretamente
associado a um volume aumentado de tecido adiposo independente do IMC. Nessa perspectiva,
a literatura apresenta alguns fatores associados ao LES que podem contribuir com esse cenario,
como a proépria atividade da doenca, mediadores inflamatorios ou 0 uso de determinados
farmacos envolvidos no tratamento!®1%. Apesar da ampla associagio entre os corticoides e 0
aumento de gordura corporal, poucas pacientes incluidas no presente estudo faziam uso desse
tipo de medicamento, portanto acredita-se que o carater inflamatorio sistémico da doenca talvez
pode estar mais fortemente associado a esse desfecho. Um estudo que objetivou avaliar o tecido

adiposo em pacientes com LES no periodo pré-menopausa demonstrou que a presenca de LES
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se associava ao aumento do tecido adiposo visceral e que este aumento consequentemente se

197 Ainda, um ensaio clinico randomizado conduzido

associava a um maior risco cardiovascular
no mesmo ambulatoério de reumatologia em que foi conduzido o presente estudo demonstrou
um percentual de gordura basal elevado em pacientes com LES. Pacientes com LES que
praticaram atividade fisica apresentaram um percentual de gordura de 33,5+5,4%, enquanto
pacientes com LES sedentarios apresentaram um valor de 34,9+4,5%, sugerindo que talvez
essa seja uma caracteristica comum nessa populagéo®®®,

Cabe aqui ressaltar que o padrdo do consumo alimentar e da préatica de atividade fisica
se mantiveram ao longo do estudo, tantos nas pacientes que receberam placebo como naquelas
que receberam suplemento, em ambos os grupos. Considerando que a alimentagdo e a préatica
de atividade fisica sdo fatores que modulam os processos epigenéticos!®®2?%, esses resultados
mostram que as pacientes incluidas ndo modificaram seu estilo de vida e habitos alimentares
durante os trés meses de intervencao.

A literatura a respeito dos efeitos da suplementacéo de nutrientes doadores de metil nas
caracteristicas fenotipicas e epigenéticas é vasta, principalmente devido a heterogeneidade dos
protocolos de suplementacdo em relagdo ao tempo, quantidade do micronutriente suplementado
e perfil dos pacientes>#1%5201 Considerando o LES, alguns estudos conduzidos com humanos
avaliaram associacdes entre concentracfes séricas ou consumo alimentar desses nutrientes com
certos desfechos da doenga?°22%, Ja estudos em modelos animais associaram a suplementagéo
a melhora dos sintomas do LES e ao aumento da expectativa de vida?*+2%, Nenhum ensaio
clinico randomizado e controlado por placebo avaliou anteriormente os efeitos de uma
suplementacdo com nutrientes doadores do grupo metil nas caracteristicas fenotipicas e
maquinaria epigenética de pacientes com LES. Estudo in vitro com populacfes de celulas B
CD19+ de pacientes com LES cultivadas em &cido folico ndo demonstrou efeito do tratamento
nos niveis de metilagio do DNA2%. Por outro lado, resultados de cultivo de células T CD4+ de
pacientes com LES mostraram que baixos niveis de micronutrientes de transmetilacdo podem
aumentar a expressdo de genes de células T sensiveis a metilagdo?®’. Corroborando, baixos
niveis de doadores de grupo metil, juntamente com sinaliza¢do de Erk prejudicada, promoveu
uma hipometilagio do gene CD40l em modelo animal transgénico de LES?%. No entanto, um
estudo de associacdo transversal conduzido com 61 mulheres com LES (média de idade
45,7+12,0 anos) demonstrou que a ingestdo de certos nutrientes se associou aos niveis de
metilacdo do DNA e possivelmente a atividade da doenga. Mais especificamente, os autores

demonstraram que o perfil de metilagdo da CpG17 na regido promotora do ligante CD40
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(CD40L) de células T associou-se com o SLEDAI e com a ingestdo de metionina, colina e
cisteina?%?,

Conforme esperado, observou-se aumento das concentragdes séricas de vitamina B12
e &cido folico em ambos os grupos (EUT e EP) ap6s a ingestdo do suplemento. Um estudo com
homens com sobrepeso ou obesidade e DM2 mostrou que a suplementacédo diaria de 5 mg de
acido folico durante 8 semanas induziu um aumento das concentracdes séricas de acido félico
e vitamina B12 de 19% e 17,3%, respectivamente®. Um ensaio clinico que avaliou o efeito
da suplementacdo de &cido fdlico durante a gestacdo mostrou que as gestantes que fizeram uso
de altas doses de &cido félico (4 mg/dia) apresentaram maior folato sérico total em comparacgéo
com o grupo de dose baixa (1 mg/dia)?°. Um estudo que objetivou investigar os efeitos da
suplementacdo de acido félico (400 pg) e vitamina B12 (500 pg) em idosos demonstrou um
aumento das concentracfes séricas de vitamina B12 e 4cido folico durante os dois anos de
intervencdo®®®. Outro estudo demonstrou que homens e mulheres com adenoma colorretal e
IMC médio de 25,3 kg/m? suplementados com 400 pg/dia de acido folico por dez semanas
também tiveram as concentragfes séricas de acido folico aumentadas apds a intervengdo!®*

Ainda, ndo foram observadas modificacbes nas medidas antropométricas e de
composicao corporal, assim como do perfil lipidico, glicemia e marcadores inflamatoérios
(expressdo génica e valores séricos) apOs a suplementacdo tanto nas pacientes com peso
adequado como naquelas com excesso de peso. Uma recente revisao sistematica e meta-analise
de 38 ensaios clinicos randomizados que avaliou os efeitos da suplementacdo de acido félico
sobre triglicerideos, colesterol total, LDL e HDL em uma coorte de 21.787 participantes
mostrou que as concentracdes séricas de triglicerideos e colesterol total foram
significativamente reduzidas ap6s a suplementacdo de &cido félico em comparacdo com o
placebo?!?, tanto na populacdo geral como em sub analises com individuos com sindrome
metabdlica. Em adi¢do, uma meta-analise com 12 estudos clinicos randomizados mostrou que
a suplementacgdo de acido folico reduziu as concentracGes séricas de PCR, mas sem efeitos
significativos sobre IL-6 e TNF-a. Ressalta-se que a maioria dos estudos foi conduzida em
pacientes de ambos 0s géneros, sendo que a idade média dos participantes variou de 24,1 a 68,1
anos; o IMC basal medio variou de 23,2 a 30,7 kg/m?; o periodo de suplementacéo variou de 2
a 52 semanas e a dosagem diéria de &cido félico variou entre 0,8 e 10 mg/dia®*?. Em um outro
estudo com individuos com excesso de peso no qual a suplementacéo de acido folico a curto
prazo (2,5 mg/dia) também néo alterou as concentracdes sericas de I1L-6, apesar da reducéo das

concentracdes de PCR, os autores sugerem que as modificagdes dos marcadores inflamatorios



97

podem ser mais diretamente dependentes da perda de massa gorda do que possiveis efeitos do
acido folico?®?,

A literatura aponta importantes caracteristicas do &cido folico na modulagdo da
inflamac&o e do perfil lipidico. O primeiro fator seria devido as propriedades antioxidantes
conhecidas do &cido folico?'?2** que promovem a supressdo da peroxidacio lipidica e do
estresse oxidativo?*??'®, A reducdo na concentragdo de homocisteina decorrente da
suplementacéo de &cido fdlico é o segundo fator possivel. No ciclo de 1C, a homocisteina pode
ser convertida em metionina no processo de remetilacdo, processo este que dependente da
disponibilidade de acido félico'®?. Na deficiéncia de &cido folico, a homocisteina elevada
(hiperhomocisteinemia) pode acarretar em piores desfechos inflamatérios e clinicos no LES,
como um maior risco cardiovascular?'® e maior comprometimento renal nesses pacientes?!’. O
terceiro e principal fator seria na regulacdo do perfil de metilacdo do DNA, j& que uma
hipermetilacdo de genes envolvidos na cascata inflamatoria ou em vias metabdlicas de
autoimunidade poderia refletir na menor expressao génica e menor secrecao de citocinas e/ou
ativacdo de células imunes!?®. Em busca de razdes que justificassem tais efeitos ndo terem sido
observados no presente estudo, foram levantadas algumas hipo6teses. Como mencionado
anteriormente, os estudos cuja intervencdo foi baseada na suplementacdo de micronutrientes
doadores de grupo metil sdo muito heterogéneos entre si no que se refere a dose e tempo de
tratamento. Nesse sentido, a dose administrada de 400 mcg e o tempo de trés meses talvez ndo
tenham sido suficientes para que resultados nos marcadores inflamatérios fossem observados.
Ainda, a concentracdo sérica de acido folico estava dentro na normalidade desde a analise basal,
fator este que também pode ter influenciado no resultado em questao.

Como principal achado do presente estudo, observou-se modificagdes do perfil de
metilacdo do DNA tanto em pacientes com LES e peso adequado, quanto naquelas com excesso
de peso; assim como naquelas que receberam placebo ou suplemento. Da mesma maneira, o
enriquecimento das vias metabdlicas demonstrou diferentes vias associadas aos quatro grupos
do estudo: 1) pacientes com peso adequado que receberam placebo; 2) pacientes com peso
adequado que receberam suplementacdo; 3) pacientes com excesso de peso que receberam
placebo e 4) pacientes com excesso de peso que receberam suplementacao.

Considerando as pacientes com LES e peso adequado, observou-se que 0S genes
diferentemente metilados depois da administracdo de placebo se relacionavam a vias
metabolicas de sinalizacdo do Wnt e de regulacéo de diversos tipos de cancer. Apesar da via
de sinalizagdo Wnt/B-catenina desempenhar papel importante na imunidade, esta é

relativamente pouco estudada em doencas com carater autoimune?'8, Estudos prévios
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demonstraram que a via de sinalizagdo Wnt/p-catenina regula a proliferacdo de células pré-B,
a resposta do IFN-1?*° além de bloquear o fator NF-xB??, reduzindo o processo
inflamatério®®. No LES, estudos prévios com modelo animal e humanos evidenciaram
atividade transcricional diminuida de B-catenina em leucocitos?’! e no presente estudo
observou-se que genes dessa via foram tanto hipo como hipermetilados ap6s o uso de placebo.
Ainda nesses pacientes, genes relacionados as vias metabolicas associadas ao cancer (cancer
de mama e cancer gastrico) foram hipermetilados apds o uso de placebo. A literatura demonstra
resultados controversos e inconsistentes no que se refere ao LES e os riscos de desenvolvimento
de cancer. Os resultados de uma revisdo sistematica com meta-analise que incluiu 24 estudos
com pacientes com LES sugeriram que essa doenca pode ser associada ao risco aumentado
para o desenvolvimento de 16 tipos de cancer em ambos 0s sex0s, COmo 0 cancer gastrico e
renal. Por outro lado, a revisdo demonstrou que o LES foi associado a um menor risco para
cancer de prostata e melanoma cutaneo, ao passo que nao apresentou associagdes significativas
com o cancer de mama, Utero, ovario, pancreas, cérebro e cancer colorretal???. A literatura ainda
é inconsistente e controversa no que se refere ao LES e aos diferentes tipos de cancer, entretanto
nossos resultados fornecem sugestdes de que mudangas no perfil de metilacdo realmente
podem estar associadas ao metabolismo da carcinogénese, ainda que ndo se saiba se
positivamente ou negativamente.

Por outro lado, no grupo de pacientes com LES e peso adequado que receberam
suplemento de mix de vitaminas, observou-se que 0s genes hipermetilados se relacionavam a
vias metabdlicas como a de sinalizacdo do cancer, metabolismo de xenobi6ticos pelo citocromo
P450 e metabolismo de drogas. Curiosamente, as vias metabdlicas anotadas englobam dois
genes principais: familia UDP glucuronosiltransferase 1 membro A9 (UGT1A9) e A10
(UGT1A10). Tais genes codificam enzimas da via de glicuronidacdo que transforma pequenas
moléculas lipofilicas, como esteroides, bilirrubina, hormdnios e medicamentos, em metabdlitos
excretaveis e solGveis em agua®?3. O citocromo P450 se refere a uma familia de enzimas
(CYP450s) responsaveis por catalisar as reagfes do metabolismo de medicamentos e
substancias estranhas ao organismo (xenobidticos)??22° A ativacio da via de metabolismo de
xenobidticos pelo citocromo P450 pode ter tanto efeitos benéficos quanto adversos,
dependendo do contexto. Por um lado, o metabolismo dos xenobidticos pelo citocromo P450 é
uma parte crucial do sistema de desintoxicacdo do organismo, ajudando na eliminacdo de
medicamentos, toxinas ambientais e produtos quimicos sinteticos. Por outro lado, em certos
casos, o0 metabolismo pelo citocromo P450 pode resultar na ativacdo de substancias pro-drogas

em formas toxicas ou na producéo de metabdlitos reativos que podem causar danos as celulas
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e tecidos. Além disso, a atividade aumentada do citocromo P450 pode influenciar a eficacia e
a seguranca de medicamentos, potencialmente levando a interaces medicamentosas
indesejadas ou a reducdo da eficcia terapéutica de certos medicamentos. Evidéncias muito
antigas reportam a possibilidade de que metabdlitos resultantes de reacfes catalisadas pelo
P450 estejam envolvidos na geracdo de autoimunogénios identificado no LES??®, fato esse
pouco estudado recentemente. Ndo foram encontrados estudos que investigassem a relacao
entre os efeitos da suplementacdo de micronutrientes sobre o metabolismo de xenobidticos no
LES. Assim, sugere-se que a hipermetilagdo do DNA de genes relacionados a essa via apos a
suplementacdo possa estar associada a menor producao de metabolitos secundarios reativos a
autoimunidade.

Sdo limitados os estudos que visam investigar o efeito da suplementagdo com
micronutrientes doadores de metil no metabolismo do cancer, embora esteja claro na literatura
que o processo de metilagdo do DNA por meio do metabolismo de 1C e da regulacdo da
expressio génica podem influenciar de diferentes maneiras na carcinogénese?’-2%°, Um ensaio
clinico randomizado duplo-cego controlado por placebo, no qual suplementou-se acido félico
na dosagem de 400 pg/dia durante 10 semanas ndo mostrou resultados significativos ao
determinar se a suplementacdo com acido folico poderia alterar o perfil de metilacdo do gene
receptor de estrogénio alfa 1 (ESR1) e homélogo de MutL 1 (MLH1) em individuos com
adenoma colorretal®®. Por outro lado, um estudo conduzido com camundongos com cancer
gastrico demonstrou que a suplementacdo com acido félico alternada entre 2 mg/kg (dieta
padrdo) e 8 mg/kg (dieta suplementada) em diferentes momentos dentro de 36 semanas pareceu
ter um efeito quimiopreventivo por meio da supressao da inflamacdo advinda da prevencéo de
perda da metilaco global do DNAZ!, Nesse sentido, nosso estudo sugere que a suplementacéo
com nutrientes doadores de grupo metil talvez possa modular positivamente o perfil de
metilacdo nesses pacientes de forma que haja uma hipermetilagdo de genes envolvidos na
carcinogénese.

Além disso, foi observada uma hipometilagio nos genes envolvidos na via de
sinalizacdo dos receptores do tipo dominio de oligomerizacgéo e ligacdo a nucleotideos (NOD
ou NLRs do ingés NOD-like receptors) apds uso de suplemento entre pacientes com peso
adequado. Os receptores do tipo NOD sdo proteinas que agem a nivel intracelular e possuem
papel estabelecido na imunidade inata e adaptativa e no metabolismo do inflamassoma, um
complexo formado por uma molécula de receptor nuclear, uma molécula efetora e moléculas
de acoplamento. Dentre a familia dos NLRs, o NLRC4, NLRP1, NLRP3, NLRP6 ¢ NLRP12

sdo alguns dos receptores mais comumente abordados pela literatura no que se refere a
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participacdo na formacdo de inflamassomas??. Portanto os NLRs sdo capazes de reconhecer
padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPS) ao passo que ativam vias de sinalizacao
envolvidas na resposta inflamatdria, como a via do NF-xB caracterizada pela producéo de
citocinas como o TNF-a e [IL]- 6 e 1p%32%%, Em comparacio a controles saudaveis, alguns
autores demonstraram expressdo de NOD2 aumentada em mondcitos e células dendriticas em
pacientes com LESZ®. Ainda, um niimero consideravel de estudos investigou a relagio dessa
via metabdlica com a nefrite lUpica, uma vez que os NLRs séo expressos em diferentes tecidos
renais no LES?22%6-23%  De modo geral, evidéncias associaram uma maior ativacdo do
inflamassoma NLRP3 a patogénese da nefrite lUpica por meio da producdo de citocinas pro-
inflamatorias?*6237:240241 ' Em contrapartida, um ensaio clinico conduzido com pacientes com
LES e controles saudaveis demonstrou um padrdo de baixa expressdo de NLRP12 em células
mononucleares de pacientes doentes, padrédo este associado a maior expressao de IFN-a,
exacerbacdo da producdo de autoanticorpos, maior atividade da doenca e consequente
comprometimento da funcéo renal, sugerindo que uma baixa expressdo do NLRP12 associa-se
a piores desfechos no LES?®, De fato, os estudos que investigaram a relagio desses receptores
com o LES ainda sdo muito controversos, ao passo que ndo existem estudos que associaram a
suplementacdo de micronutrientes, metilacdo do DNA e a via metabdlica dos NRLSs.

As andlises realizadas no grupo de pacientes com LES e excesso de peso que receberam
placebo evidenciaram que os genes hipermetilados se relacionavam a vias metabdlicas da
secrecdo de insulina e de DM2. A literatura demonstra que 0 excesso de peso pode induzir ao
quadro de resisténcia a insulina, com consequente hiperglicemia e maior secrecdo de insulina
pelas células B pancreaticas por consequéncia (hiperinsulinemia compensatdria). Esse cenario
poderia resultar em disfun¢ao das células B, ou seja, menor secrecdo de insulina e possibilidade
de desenvolvimento de DM2242:243,

Ainda, analisando as modifica¢Ges no perfil de metilacdo do DNA dos pacientes com
excesso de peso, foi evidenciado uma hipermetilacdo de genes associados a via da secrec¢éo da
insulina e de sinalizacdo do TNF-a apds a suplementagdo com mix de nutrientes. Dentre a via
de sinalizacéo da insulina destaca-se os genes dominio FXYD contendo regulador de transporte
de ions 2 (FXYD2) e canal ativado por potassio e célcio subfamilia N membro 2 (KCNN2).
Estudo in vivo mostrou que camundongos sem o gene Fxyd2 sdo mais tolerantes a glicose
devido ao aumento na massa de células P pancreaticas e nos niveis circulantes de insulina®**.
A hipermetilacdo desse gene em nossa casuistica poderia levar a uma menor expressao génica,
corroborando com esses achados de maior secrecdo de insulina. Visto que, como ja mencionado

anteriormente, maiores quantidades de acidos graxos nao esterificados, glicerol, hormonios e
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citocinas pro-inflamatdrias decorrentes do excesso de tecido adiposo podem levar a resisténcia

insulina*® 246

e no LES isso é mais prevalente“**, pode-se considerar esse efeito como um efeito
positivo da suplementagéo nas pacientes com LES e excesso de peso.

Sabe-se que o0 LES e a obesidade per se associam-se a maior producéo de citocinas pro-
inflamatorias, como o TNF-ol®. Nesse sentido, talvez a suplementacdo com acido folico e
vitamina B12 possa ter exercido um papel “protetor” no que se refere a natureza inflamatéria
ja conhecida nessas duas condi¢fes. Nao foram encontrados estudos que abordassem a relagéo
entre a metilacdo do DNA, LES e envolvimento metabdlico ou expressdo de TNF-a, contudo
um ensaio clinico randomizado simples-cego (N=240) cujo objetivo era determinar os efeitos
da suplementacdo isolada ou combinada com acido fdlico e vitamina B12 nos parametros
inflamatorios demonstrou que, comparado ao grupo controle, a suplementacdo isolada ou
combinada com 800 pg de acido folico e 25 pg de vitamina B12 durante seis meses pareceu
melhorar a funcdo cognitiva em idosos com comprometimento cognitivo leve atraves da
reducdo dos niveis séricos de TNF-a, IL-6 e MCP-1. Ainda, o estudo demonstrou que a
suplementacdo combinada foi significativamente mais eficaz do que a suplementacéo isolada
com écido folico em todos os desfechos?*’.

Finalmente, genes relacionados a via metabdlica da fosforilagdo oxidativa e do
metabolismo de glicina, serina e treonina foram hipometilados nos pacientes com excesso de
peso apos uso de suplemento. Uma revisao da literatura sugeriu que vitaminas do complexo B
como a vitamina B12 e o acido folico podem desempenhar papeis importantes no processo de
fosforilacdo oxidativa e funcdo mitocondrial por meio da transferéncia de grupo metil ja
conhecida no metabolismo de 1C?*8, Essa mesma revisdo associou o folato e a vitamina B12 a
prevencgdo do estresse oxidativo e toxicidade mitocondrial e, ainda, demonstrou que 30 a 50%
dos folatos celulares se localizam nas mitocéndrias e sdo cruciais no ciclo da serina e glicina.
O que ocorre é que o folato é necessario na sintese de glicina por meio da enzima serina
hidroximetil transferase (SHMT) e na clivagem de serina para formacdo de 5,10-metileno
THF?48.24 Em outras palavras, o0 metabolismo do folato, da vitamina B12, glicina e serina s&o
interligados entre si no que se refere ao metabolismo de 1C, sendo cruciais no processo de
producdo de energia celular (fosforilagdo oxidativa). De fato, os resultados de uma revisdo
sistematica com meta-analise que incluiu 13 estudos envolvendo 1.013 individuos sugeriram
que a suplementacdo com &cido folico pode melhorar os parametros de defesa antioxidante de
forma significativa, sobretudo em mulheres quando o periodo de intervencdo foi menor ou
igual a oito semanas devido aos maiores impactos observados?!2. Dessa vez, um ensaio clinico

randomizado, duplo-cego e controlado por placebo que incluiu adultos saudaveis (mulheres e
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homens) de 30 a 65 anos apds suplementacao durante seis meses com vitaminas do complexo
B (incluindo B12, &cido félico, tiamina, riboflavina, niacina, acido pantoténico, piridoxina e
biotina) sugeriu que a suplementacdo com altas doses de vitaminas no complexo B pode reduzir
0 estresse oxidativo por meio do aumento do metabolismo oxidativo®°. Uma vez que o estresse
oxidativo presente no LES e na obesidade ja é bem elucidado pela literatura®>*2%, a maior
expressdo dos genes envolvidos na via metabolica associada a fosforilacdo oxidativa
encontrada no grupo EP intervencgdo talvez possa sugerir que a suplementacdo é capaz de
modular positivamente os mecanismos de respiragdo celular, contribuindo para a diminuicao
do estresse oxidativo que permeia 0 LES e 0 excesso de peso por meio do mecanismos
epigenéticos.

E imprescindivel destacar que o uso de placebo modificou o perfil de metilagdo do
DNA no presente estudo, mesmo que de maneira diferente entre 0s pacientes com peso
adequado e com excesso de peso. Nesse sentido, ressalta-se que sdo inimeros os fatores que
podem interferir a maquinaria epigenética?®®2®, Embora ndo tenha sido observada
modificacbes da alimentacdo e da préatica atividade fisica, outros fatores ambientais e
comportamentais ndo puderam ser controlados no desenho do estudo, como por exemplo

260 & exposicio a toxinas®®®. Assim, é importante

estimulos ao estresse?>®2%! uyso de farmacos
ressaltar que a modulacdo do perfil de metilacdo do DNA encontrada apds a suplementacao de
acido félico e vitamina B12 foi diferente das modificacGes ap6s uso de placebo. Anélises
conjuntas mostraram apenas duas regides CpGs em comum entre as modificacdes apds placebo
ou suplemento em ambos os grupos (EUT e EP). Ainda, maiores porcentagens de CpGDMs
foram identificadas entre as pacientes que receberem suplementacdo (55,7% no grupo EUT e
54,3 no grupo EP) em comparacao as que receberam placebo.

Nessa mesma perspectiva, analises conjuntas demonstraram ndo haver nenhuma regido
CpG em comum ao comparar somente os grupos (EUT e EP) apds a suplementacdo, o que
significa dizer que um padrdo de metilagédo diferente foi observado entre as pacientes com peso
adequado e excesso de peso. Notou-se que as vias metabolicas identificadas na analise de
enriquecimento entre as pacientes com peso adequado foram mais associadas aos desfechos da
doenca (LES), enquanto as vias metabdlicas identificadas entre as pacientes com excesso de
peso foram mais associadas aos disturbios metabolicos consequentes desse estado nutricional.
Assim, presume-se a ideia de que a metilagdo do DNA possa ter agido de maneira mais benéfica
entre as pacientes com excesso de peso de forma a modular positivamente vias metabolicas

associadas a inflamacéo, as quais sdo amplamente relatadas nesse perfil de pacientes.
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A dosagem e o tempo de administracdo da suplementacdo implementados no presente
estudo foram baseados em ensaios anteriores cuja intervencdo foi a mesma, mas que incluiram
diferentes perfis de pacientes, doencas, tecidos analisados e técnicas de analise de metilacéo
do DNA. Devido a essa heterogeneidade dos estudos prévios e partindo do principio de que
esse estudo é o pioneiro nessa investigacdo, estabelecer um protocolo de suplementacéo
totalmente eficaz se torna dificil. Como ja discutido, apesar de ndo observar diferencas
fenotipicas, principalmente em relacdo a marcadores inflamatorios, observou-se uma
modulacédo epigenética apds a suplementagcdo em ambos os grupos (EUT e EP). Sabe-se que o
momento da intervencdo e a janela de exposicdo podem afetar os efeitos da suplementacédo no
perfil de metilacdo do DNA®2, Alteracdes nos niveis de metilagdo do DNA foram reportadas
em estudos com intervencéo a longo prazo>41%51° a0 passo que alteragGes no perfil metabdlico
também foram evidenciadas?!'?'2, Portanto, acredita-se que a suplementagdo de &cido folico e
vitamina B12 a longo prazo poderia acarretar em mudancas transcricionais (a nivel de
expressao génica) e fenotipicas.

Nas pacientes com LES e peso adequado, a suplementacdo promoveu a hipermetilacao
de vias associadas ao metabolismo de drogas e xenobidticos pelo citocromo P450, ao passo
que promoveu a hipometilacdo de genes da via de sinalizacao dos receptores tipo NOD (NLRs).
Nas pacientes com LES e excesso de peso, a suplementacdo promoveu a hipermetilacdo da via
metabdlica associada ao TNF-a e promoveu a hipometilagdo de genes das vias metabdlicas
relacionadas a fosforilagdo oxidativa. Nossos achados demonstraram uma modulacdo
epigenética apos o protocolo de suplementacao, apesar de ndo terem sido observadas alteracdes
fenotipicas. Tal modulagdo poderia de fato exercer um papel “protetor” no LES, de forma que
estimulos as vias da cascata de inflamacéo, do estresse oxidativo e de reativos autoimunes
sejam minimizados, principalmente nos pacientes com excesso de peso associado ao LES.

Dessa forma, a nutricdo de precisao parece ter um efeito crucial no manejo do LES de
forma que a suplementagdo com acido folico e vitamina B12 possa ser implementada como
uma importante estratégia no tratamento coadjuvante da doenca por meio da modulagdo do
perfil de metilacdo do DNA. Assim, uma melhor compreensdo das interacGes entre a
epigenética e a nutricdo pode ser fundamental para que novas abordagens nutricionais sejam
projetadas e personalizadas a fim de que uma melhor qualidade de vida seja garantida ao

paciente com LES.
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7. CONCLUSAO

A suplementacdo com vitamina B12 e &cido fdlico durante trés meses promoveu
mudancas no perfil de metilacdo do DNA em diversos genes e vias metabolicas, as quais foram
diferentes de acordo com o estado nutricional. Apesar da modulacéo epigenética promovida
pela suplementacédo, ndo foram observadas diferengas nos marcadores inflamatérios (expressédo
génica ou concentracBes séricas). Dada a natureza exploratdria desse estudo, sugere-se que
pesquisas futuras que explorem o potencial terapéutico da suplementagcdo com vitamina B12 e
acido fdlico no tratamento do excesso de peso associado ao LES sejam desenvolvidas, a fim
de que o conhecimento sobre os efeitos da nutricdo de precisdo no que tange a metilacdo do

DNA e o perfil epigenético em humanos seja ampliado.
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APENDICE A — Ficha de anamnese.

Paciente: RGHC: cOD:
Responsavel pela aplicagéo: Data:
DADOS PESSOAIS E DE MEDICACAO

1. Data de nascimento:

2. Raga declarada:

3. Idade atual:

4. Profisséo:

5. Estado civil:

6. Escolaridade:

7. Tabagismo prévio: [ ] SIM [] NAO Obs.:
8. Data diagnostico LES: Obs.:
9. Tempo da doenca (anos): Obs.:
10. Dose atual HCQ/dia: Obs.:
11. No vezes por semana HCQ: Obs.:
12. Tempo atual do uso de HCQ: Obs.:
13. Dose cumulativa HCQ: Obs.:
14. Dose atual PREDS/dia: Obs.:
15. No vezes por semana PREDS: Obs.:
16. Tempo atual do uso de PREDS: Obs.:
17. Dose cumulativa PREDS: Obs.:
18. Horério PREDS: Obs.:
19. Horario HCQ: Obs.:
20. SLEDA\I atual: Obs.:




APENDICE B — Questionario Internacional de Atividade Fisica.

la. Em quantos dias da Gltima semana vocé caminhou por pelo menos 10 minutos continuos
em casa ou no trabalho, como forma de transporte?

0 dias 1dia 2 dias 3 dias 4 dias 5 dias 6 dias 7 dias

1b. Nos dias que vocé caminhou por pelo menos 10 minutos continuos, quanto tempo
(minutos) vocé gastou caminhando por dia?

2a. Em quantos dias da Gltima semana vocé realizou atividades moderadas por pelo menos
10 minutos continuos, como por exemplo pedalar leve na bicicleta, nadar, dancar, jogar vélei
recreativo, carregar pesos leves, fazer servigos domésticos na casa, no quintal ou no jardim
como varrer, aspirar, cuidar do jardim, ou qualquer atividade que fez aumentar
moderadamente sua respiracdo ou batimentos do coracao?

0 dias 1dia 2 dias 3 dias 4 dias 5 dias 6 dias 7 dias

2b. Nos dias em que vocé fez essas atividades moderadas por pelo menos 10 minutos
continuos, quanto tempo no total (minutos) vocé gastou fazendo essas atividades por dia?

3a. Em quantos dias da Ultima semana vocé realizou atividades vigorosas por pelo menos 10
minutos continuos, como por exemplo correr, fazer ginastica aerdbica, jogar futebol, pedalar
rapido na bicicleta, jogar basquete, fazer servigos domésticos pesados em casa, no quintal ou
cavoucar no jardim, carregar pesos elevados ou qualquer atividade que fez aumentar muito
a sua respiragao ou batimentos do coragéo?

0 dias 1dia 2 dias 3 dias 4 dias 5 dias 6 dias 7 dias

3b. Nos dias em que vocé fez essas atividades vigorosas por pelo menos 10 minutos
continuos, quanto tempo no total (minutos) vocé gastou fazendo essas atividades por dia?

4a. Quanto tempo no total (minutos) vocé gasta sentado durante um dia de semana?

4b. Quanto tempo no total (minutos) vocé gasta sentado durante um dia de final de semana?
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ANEXO A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

1
HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO
PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DA PESQUISA

Titulo da pesquisa - Efeito da suplementagio acido fdlico e vitamina B12 no perfil epigenético
de pacientes com lipus e obesidade
Pesquisador principal — Carolina Nicoletti Ferreira Fino

Departamento/Instituto - Divisdo de Reumatologia / Faculdade de Medicina

Convite a participacao

Gostariamos de convida-la a participar deste estudo. Estamos convidando os pacientes
do ambulatério de Reumatologia do Servigo de Reumatologia, Hospital das Clinicas - Faculdade
de Medicina da Universidade de Sao Paulo (HC-FMUSP) com o diagnéstico de lipus
eritematoso sistémico (IGpus). Caso vocé aceite o convite, vocé realizara alguns exames que
estdo descritos abaixo, no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sao Paulo,

Justificativa e objetivos do estudo

Sabe-se que no desenwolvimento do lupus eritematoso sistémico se observa aumento da
inflamacdo em diversas partes do corpo, prejudicando a fungdo de diversos oOrgaos,
Mecanismos genéticos relacionados ao DNA podem estar associados a piora do quadro da
doenga. A suplementagdo de nutrientes como vitamina B12 e acido folico, normalmente feita em
capsulas, parece ter um efeito importante no controle genético da doenga, melhorando a
inflamagao, podendo ajudar na melhora dos sintomas, Dessa forma, o objetivo desse estudo é
verificar os efeitos da suplementagao de vitamina B12 e acido folico em pacientes com lupus e
as possiveis alteragdes no DNA. Espera-se que a suplementagdo afete beneficamente a
atividade da doenga e a melhora de parametros dinicos e de qualidade de vida.

Procedimentos que serdo realizados e métodos que serdo empregados

Abaixo estdo descritos os exames que serdo feitos por vocé.

o e 80 do proseto [pgrendtics, cbesidade « lupus
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2
Apos estes exames, vocé podera ser sorteada em um destes dois grupos: 1) grupo
suplementagdo (que recebera capsula com 400 mcg de acido folico e 2000 mog de vitamina
B12 por dia) ou 2) Placebo (polpa de celulose). Em ambos os grupos, esta suplementacéo sera
feita por meio da ingestdo de 1 capsula ao dia. Apds 3 meses de suplementagdo, 05 exames
que foram realizados antes da suplementag¢ao serdo repetidos.

- Responder a questionarios; vocé precisara responder algumas perguntas especlificas que
ajudar@o a determinar se a suplementagao ajudou a melhorar os sintomas da sua doenga e sua
qualidade de vida,

- Andlise da sua alimentagio (todos os alimentos que vocé consome durante um da) por meio
do questionario chamado de Recordatério 24 horas;

- Medidas de peso, altura (por meio de uma balanga) e circunferéncia do abdémen (por meio de
uma fita métrica),

- Avaliagao da composigao corporal, ou seja, do quanto vocé tem de massa gorda e de massa
magra (massa livre de gordura), Este exame sera realizada em um equipamento chamado Este
exame sera realizado em um equipamento chamado DXA, o qual consiste em uma maquina
que “escaneia” seu corpo, sem nenhum risco;

- Coleta de sangue, que sera feita em jejum de 12 horas para ajudar a determinar como esta a
atividade da sua doencga. A coleta sera feita na veia do seu brago, como as coletas de sangue
que vocé faz normalmente do laboratério do Hospital das Clinicas;

- Realizagdo de uma bidpsia na regido do umbigo que sera feita na enfermaria da Disciplina de
Reumatologia, em uma sala propria para o procedimento, por um médico treinado. Nessa
elapa, retiraremos um pequeno pedago (cerca de 2g) de tecido de gordura da sua regido
abdominal. Vocé sera orientada a deitar-se em uma maca, com o corpo relaxado. O médico fara
uma “limpeza” do local e, em seguida, aplicara anestesia local. Depols que ele confirmar que a
anestesia fez efeito, ele fara um pequeno corte (1 cm), retirara o pedago de gotdura e, em
seguida, il costurar com linha prépria de cirurgia (cerca de quatro pontos). No final do
experimento, o médico fara um curativo que ndo podera ser molhado por 24 horas € devera ser
mantido por pelo menos 3 dias. Vale & pena lembrar que essa técnica tem uma baixissima taxa
de problemas apos o procedimento. Vocé podera sentir um desconforto leve como dor ou
inchago. Esse pedago de gordura sera utilizado para avaliar seu DNA.

Todos os procedimentos descritos acima nao fazem parte de sua rotina de acompanhamento
no hospital e, portanto, sd0 considerados experimentais.

Explicitagdo de possiveis desconfortos e riscos decorrentes da participacao na pesquisa
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3
O exame de densitometria 6ssea (DXA) envolve a exposigdo a uma pequena quantidade de

radiagao (0,002 mSv; colocando em perspectiva, em um voo de 1 hora vocé seria exposto a
aproximadamente 0,004 a 0,010 mSv, dependendo da localizacdo). Vocé ndo sentid nenhum
desconforto € 0 exame € considerado seguro,

Se vocé tiver medo de agulhas, vocé podera sentir certo desconforto durante a coleta de
sangue, que podera causar um leve desconforto no local da picada, mas deve desaparecer em
um dia. Aléem disso, a agulha podera causar uma leve dor no lccal da picada, que deve
desaparecer logo apés o término do procedimento ou até 24 horas apos o exame. Em casos
menos comuns, um pequeno roxo (hematoma) aparece no local da picada, mas deve
desaparecer em até 7 dias.

Na bidpsia, vocé podera sentir uma dor leve a moderada por conta da anestesia e da coleta do
tecido de gordura. Além disso, apos o procedimento, vocé podera apresentar dor ou inchago no
local, que devem desaparecer em até 7 dias. Em casos menos comuns, um pequeno roxo
(hematoma) aparece no local, mas deve desaparecer em até 7 dias.

A fim de evitar ou minimizar todos os desconfortos ou riscos descritos, as avaliagbes serdo
sempre conduzidas por profissionais treinados para as técnicas empregadas. Todas as medidas
de seguranca, que sdo especificas para cada exame realizado, serdo empregadas a fim de
garantir o menor desconforto possivel durante sua participag@o no estudo.

Em conjunto, os desconfortos ou riscos dos procedimentos descritos acima séo classificados
como meédio.

Beneficios esperados para o participante

Vocé realizara alguns testes, que ndo sdo rotineiros, como DXA, anilise da alimentagdo e do
seu DNA, estes testes podem trazer informagdes importante em relagdo a sua saltde no
presente momento. A suplementacdo de acido folico e vitamina B12 pode trazer melhora da
inflamagdo e do quadro clinico da sua doenca. Logo, acreditamos que ela também sera
benéfica para sua salde.

Esclarecimento sobre a forma de acompanhamento e assisténcia a que terdo direito os
participantes da pesquisa

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa
para esclarecimento de eventuais duvidas. A pesquisadora responsavel € a Da, Carolina
Nicoletti Ferreira Fino. A pesquisadora iré acompanha-a em todas as etapas do estudo, desde
o recrutamento e realizagido dos exames. Ao final do estudo a pesquisadora ira |he entregar os
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4
resultados dos seus exames, explicando o significado de cada um deles, Além disso, se os

procedimentos ou lratamentos propostos neste estudo lhe causarem algum mal-estar ou
desconforto, vocé tera direito a tratamento médico no Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da USP.

Os resultados obtidos serdo analisados em conjunto com outros pacientes e mantidos em sigilo.
Serdo divulgados apenas em publicagbes cientificas, sem a mengao dos seus dados pessoais.
Caso deseje, podera pessoalmente tomar conhecimento dos resultados, ao final da pesquisa.

Os pesquisadores se comprometem a utilzar os dados e o matenal coletado somente para esta
pesquisa,

Garantias de plena liberdade ao participante de recusar-se a participar ou retirar o seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa sem penalizacdo alguma, de sigilo e
privacidade. Garantia de que o participante recebera uma via do termo de consentimento

Vocé tem a liberdade de desistir ou interromper sua colaboragdo e deixar de participar deste
estudo no momento em que desejar sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na
Instituicio. Além disso, vocé recebera uma copia do presente termo de consentimento livre e
esclarecido.

Explicitacdo das garantias de ressarcimento por despesas decorrentes da pesquisa e
explicitacdo da garantia de indenizacdo por eventuais danos decorrentes da pesquisa

Vocé ndo tera despesas pessoais em qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas,
Também ndo ha compensagdo financeira relacionada a sua participag8o. Se existir qualquer
despesa adicional, ela sera absorvida pelo orgamento da pesquisa.

Armazenamento e cuidados com as amosftras de sangue e tecido adiposo (gordura)

Os pesquisadores se comprometem a utilizar os dados e o material coletado somente para esta
pesquisa. Todas amostras de sangue e de tecido de gordura coletadas ficardo armazenadas na
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (de acordo com a resolugdo 441/2011),
em um freezer apropriado para o armazenamento do materal e protegido com um sistema de
digital, pois as analises descritas no topico 2 precisam ser realizadas em um momento posterior
ao dia da coleta das amostras.

Caso parte das amostras coletadas ndo seja utilizada, manteremos suas amaostras sanguineas
e musculares por um periodo de até 3 anos apds a conclusdo do projeto, e entdo iremos
descartd-las, conforme normas vigentes, apés este periodo, Respeitamos esse prazo pois
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s
ocasionalmente revistas cientificas ou a agéncia que financia nossa pesquisa pode nos pedir
analises adiclonais ou esclarecimentos. Dentro desse periodo, caso haja necessiklade ou
interesse do nosso grupo de pesquisa ou de outros em realizar analises adicionais com suas
amostras ja coletadas e armazenadas, o Pesquisador Principal entrara em contato com vocé
para explicar os motivos da nova analise e solicitar a sua aprovagao. Caso wocé autorize o uso
das suas amostras para eventuais novas analises, pediremos que vocé assine um novo Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido, o qual devera ter sido aprovado pelo comité de ética,

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa
para esclarecimento de duvidas. A Dra. Carolina Nicoletti Ferreira Fino pode ser encontrada no
enderegco Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 255 ~ 4° andar - LACRE - Laboratério de
Avaliagdo e Condicionamento em Reumatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da USP, Telefone; 2661-8022, e-mail; carol_nicolettif@yahoo,com.br, Se vocé tiver
alguma considera¢ao ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) ~ Rua Ovidio Pires de Campos, 225 - 5° andar ~ tel: (11) 2661-7585,
(11) 2661-1548, (11) 2661-1549; e-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br.

Ful suficientemente informado a respeito do estudo “Efeito da suplementagao acido félico e
vitamina B12 no perfil epigenético de pacientes com lipus e obesidade”.

Eu discuti as informagbes acima com a Pesquisador Responsavel (Dra. Carolina Nicoletti
Ferreira Fino) sobre a minha decis@o em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim os
objetivos, os procedimentos, os potenciais desconfortos e riscos e as garantias. Concordo
voluntariamente em participar deste estudo, assino este termo de consentimento e recebo um
via rubricada pelo pesquisador,

Data / /
Assinatura do participante /representante legal

Nome do participante/representante legal

Data S

Assinatura do responsavel pelo estudo
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